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1 JOHDANTO  
 
1.1 Elintarvikkeiden sisältö ja laatu 
 
Ruokaturva ja ruoan laatu ovat tänä päivänä vakavasti otettavia huolenaiheita. Viime 
vuosien aikana ilmi tulleet useat elintarvikkeiden väärennöstapaukset ovat nousseet 
näkyvästi otsikoihin ja tästä syystä ihmisten usko elintarvikkeiden ainesosien 
merkintään ja koostumukseen sekä yleiseen ruokaturvaan on heikentynyt. Tämä on 
johtanut kehittyneempien valvontamenetelmien lisääntyneeseen kysyntään (Galimberti 
ym., 2013). Vääriä ainesosia voi päätyä elintarvikkeisiin vahingossa tai tahallisesti, 
valmistajien tavoitellessa taloudellista hyötyä ja ne voivat johtaa kansanterveydellisesti 
ja taloudellisesti vakaviin haittavaikutuksiin. Väärennöksiä voi tapahtua monessa 
elintarviketuotannon eri vaiheessa ja tämän takia haittojen kitkemiseksi tarvitaan 
kokonaisvaltaista tutkimusta, valvontaa ja yhteistoimintaa alkutuotannossa, 
prosessoinnissa, ruokatieteissä, toimitusketjuissa ja logistiikassa sekä laki- ja 
rikosopissa. Väärennetyn elintarvikkeen uhka kuluttajille on tuotekohtaista ja 
kokonaisvaltainen ruokaturva kyetään saavuttamaan vain tehokkaalla yhteistoiminnalla 
(Spink & Moyer, 2011a). 
 
Kuluttajat tarvitsevat selkeää ja tarkkaa tietoa elintarvikkeistaan, sillä tottumukset 
elintarvikkeiden suhteen vaihtelevat suuresti ruokavalion (mm. vegetarismi), 
allergioiden (mm. pähkinät, kalat), elämäntavan (mm. vähähiilihydraattinen ruokavalio), 
uskonnon ja vakaumusten (mm. ruokavalio ilman sianlihaa) osalta. Tästä syystä selkeät 
ja tarkat merkinnät elintarvikkeiden sisällöstä ovat hyvin tärkeitä. Edellä mainitut tekijät 
heijastuvat kuluttajien päätöksiin heidän valitessaan tuotteita. Tämän takia on 
äärimmäisen tärkeää, että merkinnät ruoassa ovat tarkkoja ja pitävät paikkansa. 
Merkintöjen tärkeys korostuu pitkälle prosessoiduissa tuotteissa, joiden sisältöä voi olla 
hankala erottaa lopullisesta tuotteesta. Tuotteiden merkintä on säädelty lailla 
useimmissa teollisuusmaissa. Kansalliset ja kansainväliset lait määräävät tuottajia 
kertomaan elintarvikkeiden tarkan sisällön (Woolfe & Primrose 2004). 
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1.1.1 Elintarvikeväärennökset 
 
Yhdysvaltain kansallinen ruokaturva- ja suojakeskuksen (NCFPD) mukaan 
elintarvikeväärennökset ovat “yhteinen nimitys usealle eri ilmiölle, joissa 
tarkoituksellisesti on vaihdettu, lisätty, kajottu tai väärin merkitty elintarvikkeita, niiden 
ainesosia tai pakkauksia; tai luotu tuotteista harhaanjohtavia lausuntoja, tavoiteltaessa 
taloudellista hyötyä” (Spink & Moyer 2011b). 
 
Elintarvikeväärennökset ja väärin merkityt tuotteet ovat laajalle levinnyt ilmiö, josta 
kärsivät varsinkin laadukkaat, korkeahintaiset tuotteet. Elintarvikeväärennöksiä ja 
tapoja, millä elintarvikkeista annetaan vääränlaista kuvaa on erilaisia: (1) yhden tai 
useamman raaka-aineen korvaaminen elintarvikkeesta halvemmalla vaihtoehdolla, (2) 
elintarvikkeen pääraaka-aineen jatkaminen tai laimentaminen toisella raaka-aineella 
esimerkiksi vedellä, (3) tuotantovaiheen esimerkiksi jäädyttämisen tai sädetyksen 
merkitsemättä jättäminen ja (4) raaka-aineiden osuuksien vääristäminen tuotteessa 
(Woolfe & Primrose 2004). Elintarvikeväärennösten mukaan luetaan myös varkaudet, 
alkuperähuijaukset ja harhaanjohtaminen (Spink & Moyer 2011a). Tuotteita merkitään 
väärin tahallisesti ja tahattomasti. Tahallisilla väärillä merkinnöillä tuotteet saadaan 
vaikuttamaan arvokkaammilta ja houkuttelevammilta kuluttajille ja tällä pyritään 
vaikuttamaan kuluttajan hankintapäätöksiin. Tuotteen väärä merkitsemistapa voi luoda 
markkinoille epäoikeudenmukaisen kilpailutilanteen (Woolfe & Primrose 2004). Näiden 
seikkojen lisäksi väärennöksien tarkoituksena voi olla myös tahallinen haitan 
aiheuttaminen kansanterveyteen tai -talouteen ja terrorin lietsominen (Spink & Moyer 
2011b).  
 
Kesällä 2015 elintarviketurvallisuusvirasto Evira suoritti Euroopan komission 
organisoiman tutkimuksen, joka paneutui väärennettyihin lajitietoihin Euroopan unionin 
sisällä tapahtuvassa kalatuotteiden tuotannossa ja kaupassa. Tutkimuksessa pyrittiin 
selvittämään vaalealihaisten kalojen virheellisiä lajimerkintöjä (European Commission 
2015a). Euroopan komission tutkimus oli seurausta vuoden 2013 hevosenlihakohusta, 
joka nousi otsikoihin eri puolilla Eurooppaa. Irlantilaiset elintarviketarkastajat 
havaitsivat tammikuussa 2013 naudanlihapakasteiden sisältävän hevosenlihaa. Lisäksi 
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ranskalaisen yhtiön Comigel-Tavola Luxembourgin todettiin vievän ulkomaille 
pakasteita, jotka virheellisesti sisälsivät 80–100 % hevosenlihaa. Hevosenliha ei 
itsessään aiheuta terveysriskejä henkilöille, jotka voivat syödä naudanlihaa, mutta se voi 
sisältää kasvatuksen jäljiltä lääkeainejäämiä ja hormoneja, joista voi olla haittaa 
ihmisille. Lisäksi kohun takana olleiden teurastamojen taustat olivat tuntemattomat ja ne 
saattoivat sisältää puutteellisuuksia. Hevosenlihakohu herätti kysymyksen 
elintarvikkeiden merkintöjen todenperäisyydestä ja sen myötä eurooppalaisten 
kuluttajien usko elintarvikkeiden prosessointijärjestelmään romahti historiallisen 
alhaiselle tasolle (European Commission 2013). 
 
Vuonna 2015 toimeenpannussa Euroopan komission kalatutkimuksessa maakohtaisesti 
väärinmerkittyjen vaalealihaisten kalojen osuus vaihteli 1–27 % välillä. Suomessa 
Eviran havaitsemia väärin merkittyjä kaloja havaittiin yksi 83 näytteestä. Määrä on 
suhteellisesti vähemmän kuin suurimmassa osassa tutkimukseen osallistuneista maista, 
mutta se antaa tuntumaa väärennösten laajuudesta elintarvikesektorilla Suomessa ja 
muissa EU-maissa. Elintarvikkeiden liikkuminen Euroopan unionin alueella on tehty 
helpoksi, sillä Euroopan vapaakauppa mahdollistaa elintarvikkeiden vapaan liikkumisen 
unionin jäsenmaiden sisällä. Virheellisesti merkittyjen tuotteiden tuonti Suomeen on 
mahdollista Euroopan talousalueelta sekä myös muualta maailmasta (European 
Commission 2015a). 
 
Peter Shearsin tekemän selvityksen mukaan elintarvikeväärennösten laajuus on hämärän 
peitossa, mutta pelkästään Ison-Britannian ja Pohjois-Irlannin alueella väärennöksien 
avulla huijataan rahaa vuosittain satojen miljoonien puntien edestä. Lajiväärennökset 
eivät ole ainoa elintarvikehuijauksen ilmentymä, vaan esimerkiksi veden tai sokerin 
lisääminen on yleinen huijaus, josta tuotteen markkinoija voi saada huomattavia 
taloudellisia hyötyjä. Vain 1 %:n ilmoittamaton veden lisääminen kinkkuun ja pekoniin 
Ison-Britannian ja Pohjois-Irlannin alueella tarkoittaisi 4662 tonnin vuosittaista veden 
lisäämistä tuotteisiin, joka pystyttäisiin myymään normaalin elintarvikkeen hinnalla 
(Shears 2010). 
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1.1.2 Elintarvikelainsäädäntö ja valvonta 
 
Elintarvikeväärennökset eivät ole uusi ilmiö, vaan tuotteita on tiedetysti jatkettu ja 
korvattu historiassa antiikin Rooman ja Ateenan ajoista lähtien (Shears, 2010). Jo tällöin 
oli säädetty lakeja viinien jatkamisesta väri- ja makuaineilla. 1800-luvun alkuajoilla 
väärennökset kukoistivat kun vehnäjauhoihin saatettiin sotkea liitukiveä ja oluen makua 
parantamaan saatettiin lisätä karvaita makuaineita, jotka sisälsivät myrkyllistä 
strykniiniä. Elintavikeväärennökset ovat muuttuneet vuosien saatossa, lain, tieteen ja 
valvonnan kehittyessä, mutta ne ovat säilyneet edelleen merkittävänä ongelmana 
(Shears, 2010). 
 
Suomessa Elintarvikelaki (23/2006) pyrkii varmistamaan elintarvikkeiden 
turvallisuuden, laadun sekä todenmukaisen ja riittävän tiedonannon elintarvikkeista. 
Lainsäädännöllä pyritään ehkäisemään elintarvikkeista mahdollisesti aiheutuvia haittoja 
ja vaaroja kansanterveydelle ja taloudelle sekä turvaamaan elintarvikevalvontaa ja 
elintarvikealan toimijoiden toimintaedellytyksiä. Laki käsittelee elintarviketuotantoa, 
olosuhteita ja toimijoita tuotanto-, jalostus- ja jakeluvaiheessa. Suomen elintarvikelaki 
toimii yhteydessä EU-lainsäädännön kanssa ja pyrkii täydentämään sitä (Finlex 2006).  
 
Elintarvikelaki ei sisällä suoria viittauksia elintarvikeväärennöksiin tai -huijauksiin, 
mutta aiheita sivutaan useassa luvussa. Elintarvikelain 7§:n mukaan elintarvikkeet eivät 
saa aiheuttaa haittaa ihmisen terveydelle tai johtaa kuluttajaa vaaraan. 9§ sekä 12§ 
käsittelevät tiedonantoa ja mainontaa. Pykälien mukaan elintarvikkeesta ei saa antaa 
harhaanjohtavaa tietoa tai luoda virheellisiä väittämiä tuotteen terveysvaikutuksista tai 
parantavista vaikutuksista. 16§:n mukaan elintarvikealan toimijan on noudatettava 
huolellisuutta ja täsmällisyyttä, jotta elintarvikelain määräämän alkutuotannon ja 
käsittelyn mukaiset vaatimukset täyttyvät (Finlex 2006).  
 
Euroopan komission lähteiden mukaan EU:n lainsäädäntö ei sisällä mainintaa 
elintarvikehuijauksista, eikä tähän liittyviä erillisiä elintarvikkeisiin tarkennettuja 
mekanismeja tai työkaluja ole luotu. Sen sijaan erilaisilla aloitteilla pyritään 
parantamaan eri jäsenmaiden sisäisten viranomaisten kykyä puuttua huijausten sekä 
muiden elintarvikkeiden väärennösten kautta aiheutuvaan väärentyneeseen kilpailuun.  
Jokainen EU:n jäsenmaa säätää omat lakinsa kansallisella tasolla ja 
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elintarvikehuijauksiin liittyvät rikostapaukset tuomitaan kansallisesti. Petoksia ja 
huijauksia ruokaketjussa käsitellään yleisellä tasolla Euroopan parlamentin ja neuvoston 
asetuksessa (EY) N:o 178/2002 (“Elintarvikelainsäädäntöä yleisesti koskevat 
periaatteet”) (European Commission 2016).  
 
Viitaten asetukseen (EY) N:o 882/2004 EU-jäsenmaat ovat velvoitettuja toimimaan 
yhteistyössä turvatakseen ruokaketjuun koskevien lakien toimeenpanon riippumatta 
valtioiden rajoista. Vuoden 2013 hevosenlihaskandaali paljasti heikkouden EU:n 
ruokaturvajärjestelmässä, kun jäsenmaiden ruokaturvaa valvovat viranomaiset eivät 
kyenneet onnistuneesti kommunikoimaan valtioiden rajojen yli muiden maiden 
vastaavien viranomaisten kanssa. Komission johdosta käynnistettiin verkosto, jonka tuli 
edistää viranomaisten välistä kommunikointia vastaavissa ruokaturvaa uhkaavissa 
tilanteissa. Maiden välisestä yhteydenpidosta vastaavia viranomaisia kutsutaan nimellä 
“Food Fraud Contact Ponts” (FFCP) ja yhteistyössä toimivia viranomaisia kutsutaan 
yhteisellä nimityksellä “Food Fraud Network” (FFN). FFCP:n ja FFN:n tehtävänä on 
havaita ja estää ruokaketjussa tapahtuvia rikkomuksia ja toimia kansainvälisesti 
tilanteessa, jossa mahdollinen elintarvikeväärennös on havaittu, sekä kerätä tietoa, jota 
tarvitaan esitutkinnassa ja syytteeseenpanossa (European Commission 2016). 
 
Myös muut kansainväliset verkostot valvovat ruokaturvan toteutumista ja 
kommunikoivat keskenään kriisitilanteissa. Euroopan komission alaisuudessa toimiva 
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) on kansainvälinen, myös EU:n 
ulkopuolella toimiva järjestelmä, jonka avulla kyetään nopeasti ilmoittamaan ruokaan 
tai rehuun liittyvistä välittömistä vaaroista. Suomessa kansallisena yhteyspisteenä 
RASFF:lle toimii Elintarviketurvallisuusvirasto Evira (Evira - RASFF). Informaation 
kulku RASFF:n kautta mahdollistaa nopeat toimet tuotteiden vetämiselle myynnistä ja 
sen avulla on vältytty useilta kuluttajiin kohdistuneilta uhilta (European Commission 
2015b).  
 
INFOSAN (International Network of Food Safety Authorities) on FAO:n ja 
Yhdistyneiden kansakuntien jäsenmaiden välinen verkosto, jolla pyritään välittämään 
tietoa ruokaperäisistä kontaminaatioista, vaaroista ja haittatekijöistä sekä eläin- ja 
kasviperäisistä patogeeneistä. INFOSAN:in vaikutusalueeseen kuuluu 177 jäsenmaata. 
Ruokaturvaan liittyvän informaation välittämisen lisäksi INFOSANIN päämääränä on 
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tuoda jäsenmaitaan lähemmäksi toisiaan kansainvälisten ruokakriisien tapauksissa. 
INFOSAN toimii yhteistyössä monien muiden turvallisuusverkostojen kuten RASFF:n 
kanssa (FAO 2016). RASFF:n tavoin myös INFOSAN:lla on maakohtaiset 
vastuuvirastot. Suomessa Elintarviketurvallisuusvirasto Evira käyttää RASFF:ä 
informaation välittämiseen INFOSAN:lle (Evira 2009).  
 
Suomessa ruoan turvallisuutta ja elintarvikkeiden aitoutta valvoo 
Elintarviketurvallisuusvirasto Evira. Evira on Maa- ja metsätalousministeriön 
hallinnonalaan kuuluva virasto, joka vastaa Suomessa elintarvikkeiden turvallisuudesta, 
laadusta ja hygieniasta sekä kasvien ja eläinten terveydestä ja hyvinvoinnista. Evira 
sopeutuu muuttuviin olosuhteisiin ennaltaehkäisemällä ja varautumalla elintarvikkeista 
aiheutuviin riskeihin. Evira on kansallisesti ja kansainvälisesti verkostoitunut virasto, 
joka toimii yhteistyössä Suomen valtion hallintoelinten sekä ulkomaisten 
yhteistyötahojen kanssa. Eviran päätoimipaikka sijaitsee Viikissä Mustialankadulla ja 
muut toimipisteet Joensuussa, Kuopiossa, Lappeenrannassa, Loimaalla, Oulussa, 
Seinäjoella ja Turussa (Evira 2013). 
 
Evirassa Tutkimus- ja laboratorio-osaston (TUTO) eri tutkimusyksiköt vastaavat 
eläintauteihin, elintarvikkeisiin, kasvinterveyteen, kylvösiemenen, viljan laatuun sekä 
rehu-, ja lannoitevalvontaan liittyvästä diagnostiikasta. Tutkimusyksiköiden tehtävänä 
on myös kehitellä uusia menetelmiä, joilla pystytään vastaamaan tutkimuksen ja 
valvonnan tarvetta (Evira 2013).  
 
Elintarvikkeiden koostumusta ja turvallisuutta tutkitaan Kemian ja toksikologian 
tutkimusyksikössä (KETO). KETO:on kuuluu viisi eri jaostoa: Koostumus ja 
laatuindikaattorit (KOLA), epäorgaaniset kontaminantit, lannoitevalmisteiden 
analytiikka, lääkeainejäämä ja toksikologia. Elintarvikkeita tutkitaan KETO:ssa 
aistinvaraisesti, jonka lisäksi koostumus ja laatuindikaattorit -jaosto analysoi 
elintarvikkeiden sekä rehun koostumusta DNA-pohjaisin tunnistusmenetelmin (Evira 
2013). 
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1.2 Vaccinium-suku 
 
Vaccinium eli puolukoiden suku on kanervakasveihin (Ericaceae) kuuluva kasvisuku, 
johon kuuluu yli 400 lajia monivuotisia, juurakollisia varpuja, pieniä puita ja pensaita. 
Vaccinium-suku jaetaan yleensä 33 eri lahkoon ja sen edustajat ovat levinneet 
pohjoisella pallonpuoliskolla Eurooppaan, Pohjois-Aasiaan ja Japaniin sekä Pohjois-
Amerikkaan. Vaccinium-suvun lajeja kasvaa myös Grönlannissa, jonka uskotaan 
mahdollisesti olevan seurausta viikinkien matkojen ajoilta, jolloin kasveja vietiin uusille 
alueille (Trees for Life 2016).  
 
Mustikka (Vaccinium myrtillus) on monivuotinen varpu, joka kasvaa happamissa 
metsissä ja kosteikoilla Pohjois-Euroopassa, Etelä-Euroopan vuoristoissa, Pohjois-
Amerikan pohjoisosissa ja Pohjois-Aasiassa. Mustikka kasvattaa pystyn tai kohenevat, 
kooltaan 10–50 cm korkean, triagonaalisesti haarovan varren. Sillä on vastakkain, 
vuorotellen kasvavat soikeat tai elliptiset, vahapäällysteiset, pienihampaiset, 10–30 mm 
pitkät ja 6-18 mm leveät lehdet, jotka se pudottaa talvisin. Mustikan varsi kykenee 
kuitenkin yhteyttämään myös ilman lehtiä eli sitä voidaan kutsua ikivihreäksi. Suurin 
osa mustikan biomassasta on maan alla ja se palautuu helposti maanpäällisten osien 
vioittumisesta (Mazza 2016). 
 
Mustikka kukkii yleensä touko-kesäkuussa, mutta joskus jopa lokakuulle asti, jos 
sääolot ja kasvupaikka sen sallivat. Vaaleat, punertavat tai sinertävät, riippuvat, 
kellomaiset kukat kehittyvät lehtien hangoista. Kukat sisältävät runsaasti mettä ja ovat 
houkuttelevia kohteita pölyttäjille. Mustikka pölyttyy pääasiallisesti 
hyönteispölytteisesti, mutta myös itsepölytys on mahdollista. Mustikan marjat ovat 
tummansinisiä ja yleensä siniharmaan vahan peittämät. Marjat voivat sisältää jopa 40 
siementä, mutta keskimäärin vain puolet niistä on elinkelpoisia (Herbosus 2016).  
 
Mustikan marjoja käytetään syötäväksi sellaisenaan, elintarvikkeisiin, rohdoksiin ja 
muihin terveystuotteisiin. Marjoissa on paljon eri hivenaineita. Ihmisten lisäksi 
mustikkaa käyttävät ravinnokseen muun muassa porot, jänikset, hirvet ja myyrät. 
Marjojen lisäksi useat eläimet käyttävät ravinnokseen mustikan varpuja. 
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Vaccinium myrtillus on yksi rikkaimmista luonnollisista antosyaanin lähteistä. 
Antosyaaneilla on runsaasti laaja-alaisia terveydellisiä vaikutuksia ja ne antavat 
mustikalle sen luontaisen värin. Mustikan marjat sisältävät runsaasti flavonoideja, 
tanniineja, fenoleja ja orgaanisia happoja sekä muita biologisesti aktiivisia yhdisteitä 
(Burdulis ym. 2007). Piljac-Žegarac ym. tutkimuksen mukaan Vaccinium myrtillus 
sisältää enemmän fenoleja verrattuna muihin Vaccinium-suvun viljeltäviin lajikkeisiin. 
Mustikan kokonaisfenolipitoisuudeksi selvitettiin 1,879 mg/L (Piljac-Zegarac ym. 
2009). Burdulis ym. tutkimuksessa selvitettiin nestekromatografian menetelmin 
mustikan antosyaanipitoisuuksia. Tutkimuksessa määriteltiin pakastettujen marjojen 
delfinidiinien, syanidiinien, petunidiinien, peonidiinien, ja malvidiinien pitoisuuksia. 
Antosyaanien kokonaispitoisuudet vaihtelivat 0,99–2,13 % välillä (Burdulis ym. 2007). 
Mustikan suuri antosyaanien määrä johtuu marjojen tummasta hedelmälihasta. Toisin 
kuin sisältä vaalealla pensasmustikalla, metsämustikalla antosyaaneja löytyy 
läpikotaisin koko marjasta. Molemmilla lajeilla antosyaaneja löytyy kuitenkin enemmän 
kuoresta. Mustikan tärkein flavonoidi on syanidiini. Mustikan sisältämillä fenoleilla on 
antimikrobisia vaikutuksia, jonka lisäksi ne toimivat antioksidantteina (Burdulis ym. 
2009). Mustikan marjan antioksidanttipitoisuus (8,23 mmol/100g) on yli 
kaksinkertainen verrattuna pensasmustikan marjan antioksidanttipitoisuuteen (3,64 
mmol/100g) (Törrönen ym. 2007). 
 
Mustikka on levinneisyytensä, pienen satonsa, vaikean kerättävyytensä ja 
kukkimisajankohtansa takia hintavampi ja vaikeammin saatavilla oleva laji verrattuna 
puolukoiden suvun viljeltäviin suurisatoisiin lajeihin. Korkeiden fenolipitoisuuksiensa 
ansiosta mustikka mielletään useasti niin sanottujen superfoodien joukkoon. 
Prosessoituja elintarvikkeita voi olla vaikea erottaa aistinvaraisesti tai kromatografisilla 
menetelmillä. DNA-pohjaisilla menetelmillä kyetään antamaan varmempi tunnistustulos 
verrattuna muihin menetelmiin. 
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1.3 DNA-pohjainen tunnistus 
 
1.3.1 Biotietokannat 
 
Biotietokannat ovat lähtökohtana eri genetiikan, proteomiikan, metaboliikan ja 
fylogenetiikan osa-alueiden tutkimukselle. Biotietokannoista geeni- ja 
sekvenssidatapankit keräävät sekvenssidataa sekä geenien ja proteiinien funktioihin 
sekä sijaintiin liittyvää tietoa digitaalisessa muodossa. Lisätyt sekvenssit ovat peräisin 
tutkimuksesta, kirjallisuudesta sekä patenteista. Päällekkäinen sekvenssidata 
tietokannoissa on yleistä ja virheiden mahdollisuus sekvensseissä vaihtelee 
tietokannasta riippuen.  Sekvenssitietokannat voidaan jakaa edelleen 
proteiinitietokantoihin ja nukleotiditietokantoihin (tietokanta voi sisältää sekvenssejä 
molemmista sekä laaja-alaisesti myös muuta geeniin liittyvää dataa). Sekvenssien 
lisääminen tietokantaan on vaivatonta ja tietokantojen koko kasvaa jatkuvasti. 
Esimerkiksi UniProt tietokannassa sekvenssien määrä on ylittänyt 40 miljoonan 
sekvenssin rajan ja sekvenssien määrä tietokannoissa on eksponentiaalisessa kasvussa 
(Benson ym. 2015). 
 
Tässä tutkielmassa hyödynnettiin kahta eri nukleotiditietokantaa jotka poikkeavat 
käyttötarkoituksiltansa. NCBI:n (National Center for Biotechnology Information) 
nukleotiditietokanta GenBank kokoaa yhteen eri laboratorioiden sekvensointituloksia ja 
tällä hetkellä tietokanta sisältää sekvenssitietoa yli 300 000 lajista. GenBankin 
sekvenssidata sisältää muun muassa kokoluokaltaan suuren skaalan genomiprojekteija 
kuten koko genomin shotgun-sekvensointituloksia ja tuloksia ympäristönäytteistä. 
Sekvenssejä ja muuta dataa lähetetään GenBankille sähköisesti, minkä jälkeen data 
lisätään tietokantaan ja sille annetaan tunnistuskoodi. NCBI on jatkuvassa yhteistyössä 
Euroopan ja Japanin nukleotidiarkistojen kanssa. Tiedonvälitys tietokantojen välillä 
sekä tietokantojen päivittäminen on jatkuvaa. GenBankin heikkous on sekvenssien 
suuressa määrässä ja sekvenssien lisäyksen vaivattomuudessa. Arkistossa on suuret 
määrät päällekkäistä tietoa ja sekvenssien laatu vaihtelee suuresti. Suuresta määrästä 
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johtuen datan aitoutta ei myöskään vahvisteta. GenBankin data on saatavilla Entrez -
hakutyökalun avulla, joka yhdistää hakuun tulokset kaikista suurimmista nukleotidi- ja 
proteiinisekvenssitietokannoista, taksonomia-, genomi-, proteiini-, geenikartoitus- ja 
domeenitietokannoista sekä PubMedin lääketieteellisistä julkaisuista. BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) on GenBankin sekvenssidataa hyödyntävä 
tietokantahaku, joka etsii vastaavuuksia hakusekvenssin ja tietokantojen sekvenssien 
välillä. BLAST-hakuja voi suorittaa NCBI:n sivuilla tai sille erikoistuneilla 
ohjelmistoilla (Benson ym. 2015). 
 
BOLD (The Barcode of Life Data Systems) on toinen tutkielmassa hyödynnetty 
tietokanta. BOLD eroaa käyttötarkoitukseltaan NCBI:n GenBankista, erikoistuen DNA 
viivakoodauksessa (Kappale 1.2.4) käytettäviin lokuksiin kasvien, eläinten ja sienien 
perimässä. Sekvenssitiedon lisäksi BOLD yhdistää tietoa lajien morfologiasta ja 
levinneisyydestä. Tietokanta on saatavilla sähköisesti kaikille käyttäjille ja BLAST:n 
tavoin myös BOLD:n sekvensseille voi suorittaa tietokantahakuja. Lajikohtainen data 
BOLD:n tietokannoissa on analysoitu standardien mukaisesti ennen kuin se lisätään 
yleiseen käyttöön. Onnistunut lajitunnistus varmistetaan ennen datan lisäämistä 
tietokantaan. Lajista on yleensä saatavilla sen tieteellinen nimi, kerääjän tiedot, 
keräämiseen liittyvät tiedot, näytteen tunnistajan tiedot, sekvensoidun viivakoodin 
tunnus ja nukleotidisekvenssi sekä DNA-sekvenssin luomiseen käytetyt PCR-alukkeet 
ja sekvensointitiedostot (Ratnasingham & Herbert 2007). 
 
1.3.2 DNA:n sekvensointi Sangerin menetelmällä 
 
DNA:n sekvensoinnilla tarkoitetaan DNA-molekyylin nukleotidijärjestyksen tarkkaa 
selvittämistä. Menetelmä on olennaisessa osassa monella genetiikan tutkimuksen osa-
alueella sekä menetelmissä kuten DNA-viivakoodauksessa. Tulokseksi näytteen 
sekvensoinnista saadaan DNA-koodi eli sekvenssi, joka jakautuu DNA:n neljään 
perusyksikköön eli nukleiinihappoon (adeniini, tymiini, sytosiini, guaniini). 
Sekvensointi voidaan jakaa eri menetelmiin. Näistä tekniikoista Sanger-sekvensointiin 
perustuva menetelmä oli olennaisessa osassa tutkielman kulussa. Frederick Sanger 
kehitteli ensimmäisen sekvensointimenetelmänsä jo 1970-luvun lopulla, mutta 
16 
 
menetelmää on kehitelty edelleen tarkemmaksi ja tehokkaammaksi ja se on edelleen 
käytössä. Tutkielmassa käytettiin Eurofins Genomics Tube Sequencing -
sekvensointipalvelua. 
 
Sanger-sekvensointi on edelleen laajasti käytetty sekvensointimenetelmä ja se perustuu 
polymeraasiketjureaktiossa polymeeraasientsyymin pidentymisvaiheen toiminnan 
terminoiviin muokattuihin nukleotidien analogeihin. Analogeina reaktiossa käytetään 
nukleotidikohtaisesti leimattuja 2′,3′-dideoxinukleotidejä. Sekvensointi suoritetaan 
yksijuosteisen templaatin avulla, jota DNA-polymeraasi lukee. Entsyymi lukee ja luo 
uutta vastinjuostetta templaatin pohjalta, lisäten nukleotidejä pidentyvään ketjuun 
templaattia vastaavien nukleotidien mukaan. Normaalien nukleotidien lisäksi ketjuun 
voi liittyä reaktioseokseen lisätty nukleotidin muokattu analogi. Analogin liittyessä 
ketjuun polymeraasin toiminta lakkaa 3’-hydroksyyliryhmän puuttumisen takia ja juoste 
lopettaa pidentymisen. Reaktioiden päättymisen jälkeen seoksessa on pituudeltaan 
erilaisia, leimattuja DNA-molekyylejä, joiden koko pystytään analysoimaan 
elektroforeesilla (Sanger ym. 1977). Nykyisissä menetelmissä elektroforeesi suoritetaan 
kapilaarielektroforeesilla, jossa DNA-fragmentit ajautuvat sähkövirran voimasta 
kapilaaria pitkin kohti positiivista elektrodia. Erimittaiset DNA-fragmentit ajautuvat 
polymeerillä täytetyssä kapillaarissa vaihtelevalla nopeudella, niin että pienimmät 
fragmentit kulkeutuvat nopeammin suuriin fragmentteihin verrattuna. Pienimmät 
fragmentit ehtivät kapillaarin lukusensoriin ensimmäisenä, jossa niiden leima 
tunnistetaan. Laservalo lukee DNA-fragmentin nukleotidikohtaisen fluoresenssileiman 
pituusjärjestyksessä ja kykenee näin analysoimaan fragmentin viimeisen nukleotidin. 
Erimittaisista fragmenteista luodaan elektroferogrammikuvaaja (Kuva 1), josta selviää 
eripituisten fragmenttien ajautuminen ja nukleotidien järjestys sekvenssissä (Karger & 
Guttman 2009). 
 
Eurofins Genomics on yli 10 vuotta toiminut sekvensointipalvelu, joka käyttää 
analytiikassaan Sangerin sekvensointimenetelmään perustuvaa sekvensointitekniikkaa. 
Sekvensointi suoritetaan Saksassa, jonne näytteet lähetetään 1,5 ml eppendorf-putkissa. 
Analytiikka on automatisoitua ja tulokset näytteistä ovat yleensä saatavilla muutaman 
päivän sisällä lähettämisestä. Tulosten epäonnistuessa Eurofins suorittaa näytteen 
sekvensoinnin kertaalleen uudestaan ja pyrkii saavuttamaan lukukelpoisia tuloksia. 
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Parhaimmillaan menetelmä kykenee 1000–3000 bp:n mittaisen templaatin 
sekvensoimiseen puhdistetusta PCR-näytteestä (Eurofins 2016).  
 
 
Kuva 1. Havainnollistava kuva sekvensoinnin tuloksena saadusta 
elektroferogrammitiedostosta. Kuvassa Eurofinsin elektroferogrammikäyrä vadelman 
sekvensoidusta rbcL-geenin osasta. 
 
1.3.3 Sekvenssien linjaaminen 
 
Sekvenssien linjaamisella tarkoitetaan DNA-, RNA- tai proteiinisekvenssien 
järjestämistä homologian perusteella. Linjaus selvittää nukleotidi- tai 
aminohappokohtaiset erot sekvenssien välillä, pisteyttää sekvenssit yhteneväisyytensä 
mukaan ja analysoi sekvenssien erojen fylogeneettisen merkityksen ja etäisyyden. 
Sekvenssien linjaamista hyödynnetään myös funktionaalisesti tai rakenteellisesti 
vastaavan kaltaisten alueiden havaitsemiseen. Linjaus voidaan suorittaa kahden eri 
näytteen välillä (PSA: pairwise sequence alignment) tai usean eri näytteen välillä 
(MSA: multiple sequence alignment). Sekvenssien linjaamiseen on kehitetty erilaisia 
ohjelmia, jotka matriisiensa mukaan soveltuvat eri käyttötarkoituksiin ja tilanteisiin 
(Koonin & Galperin 2003).  
 
Tässä tutkielmassa käytetyt linjausohjelmat ovat MEGA6-ohjelmiston sisäinen 
ClustalW ja selainpohjainen ohjelma Clustal Omega. Lisäksi käytettiin BoxShade-
työkalua, joka on ilmainen, selainpohjainen ohjelma. Se hyödyntää valmista 
sekvenssilinjausta ja helpottaa sekvenssien erojen visualisoimista korostamalla eroavat 
nukleotidit tai aminohapot sekvenssien välillä nukleotidikohtaisten värien tai sävyjen 
avulla. 
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Kuva 2. Havainnollistava kuva neljän sekvenssin linjauksesta. Kuvassa neljän eri suvun 
sekvenssien linjaukset osasta rbcL-geeniä Clustal Omegalla (180 ensimmäistä bp:ä). 
Näyteet ovat suvuilta: F1: Rubus, F4: Fragaria, F8: Ribes ja F5: Vaccinium. 
Visualisointi on tehty BoxShade-ohjelmalla. 
 
MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) on sekvenssien käsittelyyn 
suunniteltu ohjelma, jolla pystytään sekvenssilinjausten lisäksi päättelemään fylogenisia 
suhteita ja analysoimaan näytteiden molekulaarista historiaa. MEGA6:n linjaustyökalu 
mahdollistaa sekvenssien editoinnin ennen linjausta ja linjauksen jälkeen. Tämän lisäksi 
emäkset linjatuissa sekvensseissä on värikoodattu BoxShaden tapaan. MEGA6 kykenee 
hyödyntämään linjauksessa suoraan elektroferogrammitiedostoja (.ab1) (Tamura ym. 
2013). 
 
Clustal Omega on usean sekvenssin linjaamiseen (MSA) suunniteltu ohjelma, joka on 
uusin lisäys Clustal-sarjaan. Parhaimmillaan Clustal Omega kykenee linjaamaan 
tuhansia DNA-, RNA- tai proteiinisekvenssejä. Sen toiminta perustuu mBED-
algoritmiin ja HHalign-metodiin, jotka mahdollistavat nopean laskutehon usean 
sekvenssin linjauksissa ja linjauksen jälkeisessä analytiikassa. Clustal Omega toimii 
selainpohjaisesti tai komentoliittymästä (Sievers & Higgins 2014). 
 
Tutkielmassa sekvenssilinjaus oli tarpeellinen työkalu konsensussekvenssien luomisessa 
sekvensoiduille näytteille, sekvenssin muuntelun toteamisessa sekä alukkeiden ja 
koettimien luomisessa DNA-viivakoodausta ja spesifistä menetelmää varten. 
Viivakoodausalukkeiden sitoutumisen kannalta on tärkeää, että alukesekvenssi sijoittuu 
alueelle, jossa on mahdollisimman vähän lajien välistä muuntelua. Tämä mahdollistaa 
alukkeiden sitoutumisen laaja-alaisesti mahdollisimman monen lajin perimään. Sen 
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sijaan spesifistä menetelmää luodessa on tärkeä löytää lokus, joka on ainutlaatuinen 
lajille, jota yritetään havaita. Lajispesifisille, ainutlaatuisille sekvensseille sijoitetut 
alukkeet ja koettimet karsivat positiivisten tulosten joukosta läheiset sukulaislajit. 
Alukkeiden ja koettimien suunnittelua sekä spesifistä menetelmää käsitellään 
tarkemmin kappaleessa 3.1.3. 
 
1.3.4 DNA-viivakoodaus 
 
DNA-viivakoodaus on sekvensointiin ja sen jälkeiseen sekvenssin vertailuun perustuva 
luokittelu- ja tunnistusmenetelmä. DNA-viivakoodausta käytetään tuntemattomien tai 
epäselvien kasvi-, sieni- tai eläinperäisten näytteiden tunnistamiseen. Lisäksi DNA-
viivakoodausta käytetään biologian muilla osa-alueilla kuten ekologiassa, 
evoluutiotieteessä, aitoustutkimuksessa ja luonnonsuojelussa (Kress ym. 2015). DNA-
viivakoodaus tuli tieteellisen yhteisön tietoisuuteen vuonna 2003, kun Paul Herbert 
Guelphin yliopistosta julkaisi työryhmineen artikkelin "Biological identifications 
through DNA barcodes". Artikkelissa ehdotettiin uudenlaisen tunnistusmenetelmän 
käyttöönottoa, jossa yksilöt tunnistettaisiin lyhyen, vakioksi päätetyn DNA-jakson 
(viivakoodin) pohjalta (iBol 2016). 
 
DNA-viivakoodaus on nelivaiheinen menetelmä (DNAbarcoding101 2014): 
1. Tunnistaminen aloitetaan näytteen keräämisellä ja alkukäsittelyllä. Näyte 
voidaan ottaa esimerkiksi solukosta, kudoksesta elintarvikkeesta tai mistä 
tahansa osasta, jossa tiedetään olevan eristyskelpoista DNA:ta. Kasvien 
näytteenotossa tulisi välttää kuolleita ja täysin kuivuneita osia kuten kaarnaa. 
Myös juuret ja mukulat luovuttavat heikosti DNA:ta suuren 
varastosokeripitoisuutensa takia. Pieni määrä elävää solukkoa riittää DNA:n 
eristämiseen. Kasvien vahingoittamista tulisi välttää parhaimman mukaan 
keräämällä helposti parantuvia osia kuten lehtiä tai silmuja. Talvisin DNA:ta voi 
eristää hyvin silmuista, kun lehtiä ei ole saatavilla. Keräysvaiheessa näytteelle 
voidaan tehdä myös aistinvaraisia arviointeja ja se voidaan esimerkiksi kuvata, 
mitata ja punnita. Kerättäessä materiaalia validointia varten, on tärkeää 
varmistua näytteen alkuperästä ja aitoudesta. 
20 
 
 
2. Näytteiden keruuta ja preparointia seuraa DNA-eristys, joka voidaan suorittaa 
eri kaupallisilla eristyskiteillä ja menetelmillä. Eristyksessä tärkeää on muistaa 
menetelmän soveltuvuus näytematerian kanssa. DNA eristetään näytemateriasta 
valitun kitin ohjeiden mukaan. 
 
3. DNA:n monistaminen suoritetaan polymeraasiketjureaktiolla. Ennen DNA:n 
monistamista on suunniteltava PCR:ssa käytettävät alukeparit. Kasvi-, kala-, 
sieni- ja hyönteisnäytteille on valittu käytettäviksi eri viivakoodeja eli lokuksia, 
joita monistetaan PCR-reaktiossa. Jotkut kasvinäytteet saattavat vaatia usean 
DNA-jakson monistamista ja sekvensointia tunnistamisen tarkkuuden 
kohentamiseksi. PCR:ssa alukkeiden sitoutumislämpötila tulee ottaa huomioon 
suunniteltaessa reaktion ohjelmaa. DNA:n monistumisen onnistuminen 
varmistetaan geelielektroforeesiajolla vertailemalla monistetun DNA-jakson 
kokoa standardijuoviin. 
 
4. DNA sekvensoidaan monistetun DNA-jakson nukleotidisekvenssin 
tunnistamiseksi. Sekvensointia edeltää monistetun DNA-näytteen 
puhdistaminen, jossa näytteestä poistetaan PCR:n jäljiltä jääneet entsyymit, 
alukkeet ja nukleotidit. Tulokseksi sekvensoinnista saadaan näytteen valmis 
sekvenssi tai elektroferogrammikäyrä, joka voidaan tulkita sekvenssiksi. 
Sekvenssille suoritetaan tietokantahaku, jolla saadaan selville sekvenssin 
lähimmät vastaavuudet tietokannan näytteille. 
 
DNA-viivakoodauksessa monistettava lokus eli viivakoodi riippuu analysoitavasta 
näytteestä. Eläinperäisillä näytteillä mitokondriaalisen DNA:n sytokromi C oksidaasin 
alayksikkö 1 (CO1) on toiminut standardijaksona DNA-viivakoodauksen alusta asti. Se 
täyttää kaikki viivakoodille asetetut kriteerit: CO1 on haploidi yhdeltä vanhemmalta 
periytyvä geeni, jolla kyetään erottelemaan näytteitä lajikohtaisesti. Sillä on myös 
solukohtaisesti suuri kopioluku (mitokondrioiden suuren solukohtaisen lukumäärän 
takia). CO1:n pituus ei vaihtele suuresti eri eläinlajien välillä, sillä ei ole vahvaa 
sekundäärirakennetta, eikä yhden nukleotidin pitkiä toistojaksoja. (Hollingsworth ym. 
2011). CO1 on todettu toimimattomaksi kasveilla, joilla DNA-jakson monimuotoisuus 
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lajien ja sukujen välillä on pienempää. Kasvilajeja ei pystytä erottamaan toisistaan 
kasvisuvun sisällä, jos eroja lajien välillä ei ole (iBol 2016). 
 
Mitokondriaalisen DNA:n heikko erottelukyky pakotti tutkijat etsimään kasveille 
sopivaa viivakoodia mitokondriaalisen DNA:n ulkopuolelta. Kasveilla viivakoodeina 
käytetään yleensä kahta eri DNA-jaksoa yhdessä toivotun lajitarkkuuden 
saavuttamiseksi. Yleisimmin nämä jaksot ovat olleet kloroplasti-DNA:n 
ribuloosibisfosfaattikarboksylaasin (rubisco) suuri alayksikkö (rbcL) sekä maturaasi K 
(matK) (iBol).  
 
DNA-viivakoodauksessa monistetun geenin tai lokuksen tehtävä ei ole olennainen asia, 
vaan sekvenssien lajikohtaiset poikkeamat nukleotiditasolla sekä lokuksen yleisyys 
kasvikunnalla määräävät viivakoodin käyttökelpoisuuden. Usean erillisen viivakoodin 
käyttäminen näytekohtaisesti lisää työmäärää, minkä takia kasvien tunnistamiselle on 
ehdotettu useita yksittäisiä suuren muuntelun DNA-jaksoja. Seuraavia geenejä ja 
lokuksia on ehdotettu ja otettu käyttöön kasvien viivakoodeiksi: 
 
rbcL (ribuloosibisfosfaattikarboksylaasin suuri alayksikkö) on toinen yleisimmin 
käytetyistä viivakoodeista kasveille ja sitä käytetään yleensä matK:n kanssa tarkkuuden 
lisäämiseksi. Kloroplastissa rbcL toimii geeninä rubiscon suurelle alayksikölle ja se on 
kasveista yleisesti löytyvä geeni. Alun perin rbcL ja matK valittiin kasvien 
viivakoodiyhdistelmäksi rbcL:n heikon tunnistuskyvyn takia (Singh ym. 2012). 
 
matK (maturaasi K) on toinen yleisesti kasveilla käytetyistä viivakoodeista. Kasvisolun 
kloroplastissa matK koodaa proteiinia, joka silmukoi introneita. Viivakoodauksessa 
matK ja rbcL tunnistavat kasveja vaihtelevalla menestyksellä riippuen kasvin suvusta. 
(China Plant BOL Group 2011) 
 
trnH-psbA (engl. intergenic spacer) on rbcL:n ja matK:n ohella yksi suosituimmista 
viivakoodeista. DNA-jakson monistaminen on yksinkertaista koko kasvikunnalla ja 
tehokasta jakson suuren kopioluvun ansiosta. Joillain kasvien suvuilla trnH-psbA 
onnistuu lajin tunnistuksessa paremmin kuin rbcL ja matK yhteensä. trnH-psbA:n 
heikkoutena on DNA-jakson vaihteleva pituus, joka voi joillain lajeilla ylittää 1000 bp:n 
pituuden kun toisilla jakso voi olla pituudeltaan ainoastaan 100 bp:ä (Singh ym. 2012). 
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ITS (engl. Internal transcribed spacer) on genomisessa DNA:ssa sijaitsevan rRNA:n 
pienen ja suuren alayksikön välissä sijaitseva DNA-jakso ja se toimii standardina 
sienten viivakoodauksessa. ITS-lokusta on ehdotettu vaihtoehtoiseksi viivakoodiksi 
myös kasveille sen hyvän erottelukyvyn ansiosta. Li ym. totesivat 2011 julkaistussa 
National Academy of Sciencen artikkelissa, että ITS kykeni erottelemaan 
koppisiemenisiä kasveja 79 % todennäköisyydellä. Paljassiemeniset kasvit eivät 
kuitenkaan tuottaneet yhtä korkeita tuloksia. ITS:n pituus vaihtelee lajikohtaisesti trnH-
psbA:n tavoin  (China Plant BOL Group 2011). 
 
ycf1 on tuntematon avoin lukukehys kloroplastigenomissa. Dong ym. tutkimusten 
mukaan ycf1 on lupaava viivakoodi, jolla kyettäisiin tunnistamaan kasveja lajitasolla, 
tarvitsematta toisen viivakoodin tukea lajitunnistusta varten. Parhaimmillaan ycf1 
kykenee tunnistamaan kasveja jopa tarkemmin kuin rbcL ja matK yhteensä. Se myös 
hyötyy kloroplasti-DNA:n suuresta solukohtaisesta kopioluvusta ja DNA-jakosn 
monistamisen yksinkertaisuudesta. 1800 bp:n pituudensa takia ycf1 on jaettu kahteen eri 
viivakoodiin: ycf1a:n ja ycf1b:n (Dong ym. 2015). 
 
rpoC1 (RNA polymeraasi C1) koodaa kasvisolussa RNA polymeraasin alayksikköä, 
jonka tehtävänä on lukea DNA-juostetta ja syntetisoida sen pohjalta RNA:ta. Kasveissa 
rpoC1 on universaali geeni ja sillä on onnistuttu saavuttamaan jopa 100 %:n 
monistuminen kasvinäytteissä (Singh ym. 2012). 
 
1.3.5 DNA-jakson spesifinen monistaminen ja qPCR 
 
Reaaliaikaisella (kvantitatiivisella) polymeraasiketjureaktiolla (qPCR) kyetään 
spesifisesti tunnistamaan geenejä ja muita DNA-jaksoja näyte-DNA:sta. Verrattuna 
tavalliseen PCR:n, qPCR:lla kyetään analysoimaan lähtömaterian eli monistettavan osan 
suhteellinen määrä näytteestä. Toisin kuin tavanomaisessa PCR:ssa, jossa tuotteen 
analysointi suoritetaan reaktion jälkeen agaroosigeeliajolla, qPCR:ssa monistuva DNA 
pystytään mittamaan jokaisen lämpösyklin jälkeen fluoresoivien väriaineiden avulla, 
jonka määrä on suoraan verrannollinen syntyneen DNA:n määrään. Lämpösyklien 
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jälkeinen havainnointi suoritetaan analysoimalla fluoresenssiä, jonka määrä kasvaa 
reaktiotuotteen määrän kasvaessa ja reaktioiden edetessä. Reaktioissa käytettävät 
fluorisoivat aineet voidaan jakaa karkeasti kahteen eri luokkaan: kaksijuosteiseen 
DNA:han sitoutuviin väriaineisiin (esimerkiksi SYBR® Green I) sekä fluorisoivalla 
värillä leimattuihin, spesifisesti sekvenssiin sitoutuviin koettimiin (esimerkiksi 
TaqMan®). Väriaineiden ja koettimien luoma signaali luetaan siihen erikoistuneella 
PCR-laitteistolla ja signaalin määrä on verrattavissa monistuneen DNA:n määrään (Bio-
Rad 2006). 
 
SYBR® Green I:n toimintamekanismi perustuu kemikaalin epäspesifiseen 
kiinnittymiseen kaksijuosteiseen DNA:han. SYBR® green hohtaa hieman ollessaan 
vapaana liuoksessa, mutta valovoima jopa 1000-kertaistuu sen kiinnittyessä 
kaksijuosteiseen DNA:han. Täten fluoresenssin määrä on riippuvainen kaksijuosteisen 
DNA:n (dsDNA) määrästä näytteessä ja fluoresenssin määrä kasvaa reaktioiden ja 
DNA:n kopioiden määrän kasvaessa. SYBR® Green I:n vahvuus on kokeiden 
suunnittelun yksinkertaisuudessa sekä analyysien näytekohtaisessa hinnassa. Kokeet 
voidaan suoritta kuten tavanomainen PCR, pelkillä alukkeilla, ilman koettimia. 
Sulamiskäyräanalyysi voidaan suorittaa ainoastaan kaksijuosteiseen DNA:han 
sitoutuvilla väriaineilla. SYBR® Green I:n heikkouksia ovat heikompi tarkkuus 
koetinperäisiin analyyseihin verrattuna. Väriaine sitoutuu kaikkeen kaksijuosteiseen 
DNA:han, joten muun muassa toisiinsa sitoutuvat alukkeet ja epäspesifiset PCR-tuotteet 
vaikuttavat signaalin määrään ja tätä kautta kvantifiointiin (Bio-Rad 2006).  
 
TaqMan®-koettimilla pystytään nostamaan qPCR:n spesifisyyttä. Koettimet ovat PCR-
reaktion aikana hydrolysoituvia oligonukleotideja, jotka sitoutuvat spesifisesti näyte-
DNA:han ja niitä käytetään yhdessä sekvenssispesifisten alukkeiden kanssa. TaqMan®-
koettimien toiminta perustuu yleisien polymeraasientsyymien (kuten Taq tai Tth -
entsyymien) 5’-pään eksonukleaasiaktiivisuuteen. Koettimen 5’-päähän on liitetty 
fluoroforireportteri (reporter) ja 3’-päähän sammuttaja (quencher). Kun reportteri ja 
sammuttaja ovat yhdessä, signaalia ei synny. PCR-syklin aikana sekvenssien 
liittymisvaiheessa koettimet sitoutuvat spesifisesti vastinjuosteeseen, jonka jälkeen 
polymeraasientsyymi etenee juostetta pitkin ja hajottaa alukkeiden väliselle sekvenssille 
sitoutuneen koettimen irrottaen reportterin sammuttajasta. Koettimen hajoaminen saa 
fluoroforin hohtamaan, joka voidaan mitata qPCR-laitteistolla. TaqMan-koettimiin 
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voidaan liittää erilaisia fluoroforeja ja sammuttajia. Erilaisten leimojen käyttäminen 
mahdollistaa usean tuotteen samanaikaisen analysoinnin yksittäisestä näytteestä. 
Leimoja ovat esimerkiksi FAM™, HEX™, JOE™ ja VIC®. Sammuttajista yleisesti 
käytettävä ovat Black Hole Quencher 1 ja TAMRA™ (Bio-Rad 2006). 
 
Reaaliaikaisen PCR:n vahvuudet tulevat esille, kun halutaan mitata kohdesekvenssin 
suhteellinen kopioluku näyte-DNA:sta vertaamalla sitä toiseen tunnettuun 
kontrollinäytteeseen. Reaaliaikaisella PCR:lla voidaan analysoida kohdegeeniä tai -
aluetta kvalitatiivisesti (kohdesekvenssin läsnäolo näytteessä) ja kvantitatiivisesti 
(kohdesekvenssin suhteellinen määrä näytteessä). Analyysi tapahtuu suljetussa 
systeemissä monivaiheisesti PCR-syklien edetessä, joka poistaa tarpeen 
geelielektroforeesiajolle ja vähentää virheiden ja kontaminaatioiden mahdollisuutta 
(Bio-Rad 2006).  
 
 
 
Kuva 3. qPCR-ajon ekspressiokäyriä. Kuvassa on verrattuna Vaccinium-suvun lajien 
PCR-reaktion tehokkuutta kahdella eri lämpötilalla (60 ja 64,4) Kaaviossa Y-akselilla 
on RFU (Relative fluorescence unit) eli fluoresenssisignaalin määrä näytteessä ja X-
akselilla PCR-syklien määrä qPCR-ajon aikana. Korkea lämpötila johtaa 
epätäydelliseen reaktioon ja pienempään määrään fluoresenssia, joka ilmenee 
kuvaajassa matalampana käyränä. Ekspressio varmistetaan näytteen usealla toistolla. 
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Monistuskäyrä (Kuva 3) esittelee fluoresenssin määrän tapahtuneista reaktioista. X-
akseli kuvaa kuluneiden syklien määrää ja Y-akseli fluoresenssin intensiteettiä. 
Kuvaajan käyrässä näkyvät kaksi eri vaihetta: eksponentiaalisen kasvun vaihe sekä ei-
eksponentiaalinen tasaantumisvaihe. Eksponentiaalisen kasvun aikana kohteen määrä 
arviolta kaksinkertaistuu jokaisen syklin aikana, jonka jälkeen tasaantumisvaiheessa 
reaktioiden määrä vähenee. Reaktioiden määrän väheneminen eksponentiaalivaiheen 
jälkeen johtuu yhden tai useamman reaktioon vaadittavan ainesosan hupenemisesta 
(Bio-Rad 2006). 
 
Käytettäessä kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvia väriaineita, reaaliaikaisella PCR:lla 
voidaan analysoida monistettujen DNA-jaksojen irtoamislämpötiloja 
sulamiskäyräanalyysillä. Sulamiskäyräanalyysissä pyritään saamaan selville 
kaksijuosteisten PCR-tuotteiden irtoamislämpötilat suorittamalla analyysi välittömästi 
qPCR-ajon jälkeen porrastetulla lämpötilan nostamisella. Fluoresenssisignaalin määrää 
mitataan jatkuvasti lämpötilan noustessa. Kun juosteet irtoavat, signaalin määrä 
vähenee. Sulamiskäyräanalyysillä voidaan karkeasti verrata monistuneiden DNA-
jaksojen nukleotidikoostumusta ja juosteiden pituutta. Esimerkiksi väärin sitoutuneet 
alukkeet ja niiden reaktiotuotteet voidaan saada selville sulamiskäyräanalyysillä (Bio-
Rad 2006). 
 
Lajispesifisen menetelmän luominen on mahdollista, jos löydetään geeni tai DNA-jakso 
lajin perimästä, joka on ainutlaatuinen kohdelajille. Sekvenssille räätälöityjen, 
spesifisten alukkeiden ja koettimien sitoutuminen kohdelajin perimään voidaan havaita 
qPCR-laitteistolla. Spesifisyys voi olla vaikea saavuttaa jos useat lajit ovat 
evolutiivisesti lähellä toisiansa. 
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tämän tutkielman tarkoituksena oli selvittää kahden eri DNA-pohjaisen menetelmän 
tehokkuutta Vaccinium-suvun lajien tunnistamisessa. 
 
1. Puolukoiden suvun DNA-viivakoodauksessa haluttiin selvittää eri viivakoodien 
toiminta PCR-reaktiossa, lajien ja lajikkeiden erottelukyvyn toteaminen sekä 
parhaiten yksin tai yhdessä toimivat viivakoodit Vaccinium-suvun lajien 
erottelukyvyn kannalta. 
2. Spesifisen menetelmän tarkkuus ja toiminta haluttiin selvittää luomalla qPCR-
menetelmään pohjautuva tunnistusmenetelmä lajille Vaccinium myrtillus. 
Menetelmällä pyrittiin absoluuttiseen spesifisyyteen. 
 
Tutkielman kokeelliset osuudet suoritettiin Eviran Kemian ja toksikologian 
tutkimusyksikössä. Koekasvit tutkielmaa varten saatiin Kumpulan kasvitieteellisestä 
puutarhasta.  
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3 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
3.1 Vaccinium-suvun DNA-viivakoodikartoitus 
 
Vaccinium-suvun perimäkartoitus suoritettiin syystalvella 2015. Kartoitusta varten 
tarvittiin oikein tunnistettuja kasvinäytteitä, mistä syystä näytteet kerättiin Kumpulan 
kasvitieteellisestä puutarhasta. DNA-viivakoodauksessa yleisesti käytettyjen DNA-
jaksojen (rbcL, matK, ITS) sekvenssidata oli saatavilla NCBI:n ja BOLD:in 
tietokannoista monille Vaccinium-suvun lajeille, mutta viivakoodeista matK ja ITS 
päätettiin siitä huolimatta sekvensoida kaikista hankituista lajeista lajispesifisen 
menetelmän kehittämisen vuoksi. ITS- ja matK-geenien lisäksi kloroplastin genomista 
päätettiin sekvensoida rpoC1- ja ycf1-geenit. Näitä geenejä on ehdotettu kasvien 
tunnistuslokuksiksi DNA-viivakoodaukseen liittyvissä tieteellisissä julkaisuissa. 
Viivakoodilokusten tehon selvittämisen lisäksi sekvenssien kartoittaminen geeneille 
matK, ycf1, rpoC1 ja ITS koettiin tarpeelliseksi myös spesifisen menetelmän 
kehittämisen kannalta. Lajien tarkat nukleotidikohtaiset erot haluttiin saada selville 
lajien, lajikkeiden sekä kotimaisten ja ulkomaisten näytteiden välillä. Tämän lisäksi 
sekvenssien erot haluttiin selvittää lajien sukulaisuussuhteiden määrittämiseksi. 
 
NCBI ID: JQ248601 sisältää koko amerikankarpalon (Vaccinium macrocarpon) 
kloroplastisekvenssin. Amerikankarpalo on mustikan lähisukulainen, joten julkaisua 
päätettiin käyttää hyödyksi alukkeiden sijoittamisessa tuntemattomille sekvensseille. 
 
3.1.1 Näytteiden hankinta 
 
Yhteensä 17 Vaccinium-suvun lajinäytettä sekä metsämustikkaa marjaltaan 
muistuttavaa kasvinäytettä kerättiin Kumpulan kasvitieteellisen puutarhan kokoelmista. 
Suomessa esiintyvistä lajeista pyrittiin keräämään eri alkuperää edustavia yksilöitä, jos 
niitä oli saatavilla. Näytteiksi valittiin mahdollisuuksien mukaan kasvien lehtiä, varsia ja 
silmuja. Viljeltävien V. corymbosum sekä V. angustifolium -lajien yksilöistä valittiin 
kummastakin kahta eri lajiketta lajien sisäisten erojen tunnistamiseksi. Variksenmarja, 
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Empetrum nigrum valittiin vertailukasviksi eroavan sukunsa ja mustikkaa muistuttavien 
marjojensa takia. Kasvitieteellisen puutarhan näytetunnukset kirjattiin ylös ja kasvinosia 
säilytettiin viileässä myöhempää käyttöä varten. 
 
Taulukko 1: Kasvitieteellisen puutarhan näytteet, joita käytettiin tutkielman 
kokeellisessa vaiheessa. Tunnus viittaa Kumpulan kasvitieteellisen puutarhan 
tunnukseen. Ensimmäinen osa on kasvin istutusvuosi puutarhassa ja vuosilukua 
seuraava luku on kasvin tunnusluku. 
# Kasvin tieteellinen nimi Kasvitieteellisen 
puutarhan tunnus 
Käytetty 
kasvinosa 
DNA-saanto 
(ng/μl) 
1 Vaccinium myrtillus 1998-0195 Oksat, silmut 24.195 
2 V. corymbosum "Patriot" 2011-0318 Lehdet 6.18 
3 V. angustifolium "Arto" 2008-0998 Lehdet 7.11 
4 V. corymbosum "Sine" 2008-0999 Lehdet 6.285 
5 V. angustifolium ”North 
Blue” 
2008-0990 Lehdet 3.98 
6 V. uliginosum 2010-1490 Lehdet 19.705 
7 V. praestans 1993-0501 Oksat, silmut 18.805 
8 V. vitis-idaea 1993-0608 Oksat, lehdet 11.275 
9 V. smallii 1993-0497 Oksat, silmut 25.965 
10 V. hirtum var. pubescens 1993-0505 Oksat, silmut 26.375 
11 V. myrtillus 1997-0766 Oksat, silmut 16.885 
12 V. myrtilloides 1995-0628 Oksat, silmut 18.54 
13 V. uliginosum 1994-0902 Oksat, silmut 27.51 
14 V. membranaceum 1995-0524 Lehdet, oksat 26.91 
15 V. ovalifolium 1995-0568 Silmut 24.68 
16 V. macrocarpon 2003-0492 Lehdet 32.015 
17 Empetrum nigrum 2010-1279 Lehdet 16.135 
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Taulukko 2: Muut näytteet, joita käytettiin tutkielmassa.  
# Näytteen nimi Näytteen tieteellinen nimi (nimet) 
18 Rehusekoitus Hordeum vulgare, Triticum aestivum, Zea 
mays, Medicago sativa, Daucus carota, 
Linum usitatissimum, Glycine max 
19 Isokarpalo V. oxycoccos 
20 Punaherukka Ribes rubrum 
21 Vadelma Rubus idaeus 
22 Mansikka Fragaria vesca 
23 Maissi – ERM-BF420b (IRMM) Zea mays 
24 Soija – ERM-BF426c (IRMM) Glycine max 
25 Riisi – 0306-13 (AOCS) Oryza sativa 
26 Rapsi –0711-D (AOCS) Brassica napus 
27 Pellava Linum usitatissimum 
 
3.1.2 DNA:n eristäminen 
 
DNA-saannon optimoimiseksi kasvinosat hienonnettiin huhmareella nestemäistä typpeä 
hyödyntäen. Huhmareet ja muut instrumentit jäähdytettiin ennen käyttöä. Jokaisen 
näytteen hienontamiseen ja käsittelyyn käytettiin erillisiä instrumentteja 
kontaminaatioiden välttämiseksi. Jauhetut näytteet säilytettiin 2 ml:n eppendorf-putkissa 
-75 °C:ssa. 
 
DNA eristettiin kasvinäytteistä käyttäen Macherey-Nagel NucleoSpin® Plant II -
eristyskittiä. Eristykseen käytettiin ensin 25 mg:a hienonnettuja kasvinosia, mutta määrä 
nostettiin 100 mg:n eristyksen tuotettua heikkoja tuloksia. Kahdesta lyysausvaiheen 
vaihtoehdosta käyttöön valittiin PL1-puskuria käyttävä CTAB-pohjainen menetelmä. 
Ennen puhdistusvaiheeseen siirtymistä lyysausvaiheen jäljiltä jääneet kasvinjäänteet 
fuugattiin kevyesti sentrifugiputken pohjaan, tukkeutumien välttämiseksi. DNA 
uutettiin 50 μl:n eristyspuskuria DNA:n konsentraation optimoimiseksi. DNA:n uutto 
tapahtui kaksivaiheisesti 25 μl:n erissä 5 minuutin inkubaatioajalla. 
 
DNA-eristyksen onnistuminen ja eristetyn DNA:n määrä todettiin Thermo Scientific™ 
NanoDrop ND-1000 -spektrofotometrillä. DNA:n määrää kasvinäytteistä verratiin 
nukleotidivapaista vesinäytteistä eristettyihin eristyskontrollinäytteisiin. Näytteiden 
DNA-pitoisuus mitattiin ja määrät kirjattiin ylös (Taulukko 1). 
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3.1.3 Polymeraasiketjureaktio ja sekvensointi 
 
Alukkeet DNA-viivakoodausta varten etsittiin aikaisemmista julkaisuista tai 
suunniteltiin itse hyödyntämällä valmiita sekvenssejä tietokannoissa. Uusia suuren 
muuntelun alueita etsittiin NCBI:n tietokannasta, jonka jälkeen DNA-jaksoille tehtiin 
linjaus Clustal Omega -linjaustyökalulla. Linjauksia tehtiin myös muiden Ericales-
lahkon edustajien kanssa, varsinkin jos NCBI:n tietokannan tulokset olivat puutteellisia 
Vaccinium-suvulla kyseisen jakson sekvenssien suhteen. Clustal Omegan tuottamista 
linjauksista etsittiin konservoituneita alueita, jotka soveltuisivat alukkeille 
yhteneväisyytensä ansiosta. Alukkeet suunniteltiin niin, että niiden sisälle jäävä 
sekvenssi oli pituudeltaan tarpeeksi lyhyt sekvensointia varten ja että sekvenssi jakson 
sisäpuolella sisälsi mahdollisimman paljon vaihtelevaa informaatiota sekvenssien 
erottelukyvyn parantamiseksi. DNA-jakson monimuotoisuus oli myös vaatimus 
mustikan (Vaccinium myrtillus) spesifistä tunnistusmenetelmää varten.  
 
Alukkeet suunniteltiin seuraaville viivakoodialueille: matK, ITS, ycf1a ja rpoC1. RpoC1 
oli kooltaan niin suuri, että se jouduttiin jakamaan kahteen osaan. Geeniä ei ole 
sekvensoitu Vaccinium-suvun lajeille, mutta alukkeet pystyttiin suunnittelemaan 
käyttämällä hyväksi amerikankarpalon (Vaccinium macrocarpon) täydellistä 
kloroplastisekvenssiä (NCBI: JQ248601.1). Ensimmäinen alue rpoC1a sijaitsi 
koordinaateilla 74133–74743 (NCBI: JQ248601.1) ja toinen alue rpoC1b 
koordinaateilla 75141–76017 (NCBI: JQ248601.1). RpoC1b sijoitettiin intronin sisälle, 
jolla haluttiin selvittää geenin tehtävän vaikutusta valintapaineeseen ja mutaatioiden 
yleisyyteen.  
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Taulukko 3. DNA-viivakoodauksessa ja sekvensoinnissa käytettyjen alukkeiden nimet, 
alukesekvenssit, alukkeiden sitoutumislämpötilat ja julkaisut. Alukkeet: F = Forward, R 
= Reverse 
 Aluke Sekvenssi 5’-3’ -suunnassa Sitoutumis-
lämpötila 
Lähde 
1 matK_F ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 
 
55 °C Plant DNA 
Barcode 
Project 2 matK_R CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 
 
3 ycf1b_F TCTCGACGAAAATCAGATTGTTGTGAAT 
 
52 °C Dong ym. 
2015 
4 ycf1b_R ATACATGTCAAAGTGATGGAAAA 
 
5 rpoC1a_F GGTACATGAACAGCCATTTGAT 
 
55 °C Tämä 
tutkielma 
6 rpoC1a_R TTAATGAACTCTATAGAAGAGT 
 
7 rpoC1b_F CGAATGWACCTCGTAATCGTAAG 
 
55 °C Tämä 
tutkielma 
8 rpoC1b_R GGTATTTGAAACGTKTTCCTAG 
 
9 ITS_F ATTGTCGAAAACCTGCCA 
 
55 °C Jaakola ym. 
2010 
10 ITS_R GAGATATCCGTTGCCGAG 
 
 
 
Polymeraasiketjureaktion pre-mastermixit reaktioita varten sekoitettiin erillisessä 
puhdashuoneessa kontaminaatioiden välttämiseksi. Pre-mastermixissa käytettiin 
reaktiokohtaisesti 12,5 μl 10 % trehaloosia; 6,4 μl nukleaasivapaata vettä; 2,5 μl 
Invitrogen™ 10X PCR Rxn puskuria; 1,25 μl Invitrogen™ 50 nM MgCl2; 0,25 μl 10 
µM forward ja reverse alukeseosta; 0,125 µl 10 mM dNTP sekä 0,06 μl Invitrogen™ 
Platinum Taq DNA-polymeraasia (5 U/ µl). Näyte-DNA:ta lisättiin jokaiseen reaktioon 
2 μl DNA:n lisäyshuoneessa. PCR:ssa käytetty platinum-Taq -entsyymi on hidas mutta 
täsmällinen. Reaktion tarkkuus on tärkeä tekijä menetelmän onnistumisen kannalta. 
 
PCR-ajo suoritettiin Thermo Scientific™ Piko™ Thermal Cycler -PCR-laitteella. PCR-
ohjelmien lämpösyklit suunniteltiin alukeparikohtaisesti. PCR-ohjelman 
liittymisvaiheen lämpötila vaihteli alukeparista riippuen 52 - 55 °C-asteen välillä 
(taulukko 3). PCR-ajo suoritettiin seuraavalla ohjelmalla: 1. alkudenaturaatio 94 °C:ssa 
2 minuuttia, 2. denaturaatio 95 °C:ssa 30 sekuntia, 3. alukkeiden liittyminen 52 - 55 
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°C:ssa 40 sekuntia, 4. pidentyminen 72 °C:ssa 1 minuutti. Vaiheet 2. - 4. toistettiin 35 
syklin verran, jota seurasi lopullinen ekstensio 72 °C:ssa 10 minuuttia.  
 
PCR-reaktion onnistuminen ja monistuneiden DNA-tuotteiden koko todettiin 
geelielektroforeesiajolla. 1 % agaroosigeelin kaivoihin pipetoitiin näyteseosta, joka 
sisälsi 2,5 μl PCR DNA:ta; 12,5 μl nukleaasivapaata vettä sekä 3 μl 6x latauspuskuria. 
Erojen visualisoimiseksi osaan kaivoista siirrettiin 18 μl PCR-eristyskontrollinäytteitä 
sekä laitimmaisiin kaivoihin 6 μl 100 bp DNA-standardiportaikkoseosta. Näytteitä 
ajettiin geelille 100–120 V 1 - 1,5 tunnin ajan, jonka jälkeen geelit kuvattiin UV-valossa 
ja onnistuneet reaktiot kirjattiin ylös. 
 
Onnistuneet PCR-tuotteet puhdistettiin käyttämällä Thermo Scientific™ GeneJET PCR 
Purification kittiä. PCR-tuotteiden puhdistuksen jälkeen näytteiden DNA:n määrä 
mitattiin Thermo Scientific™ NanoDrop ND-1000 -spektrofotometrillä. Ennen 
sekvensointia näytteet laimennettiin 5 ng/µl:ksi nukleaasivapaalla vedellä hyödyntäen 
NanoDropista saatua konsentraatiotietoa. 
 
Puhdistetut ja laimennetut tuotteet lähetettiin sekvensoitaviksi Eurofins Genomicsin 
sekvensointipalveluun Ebersbergiin, Saksaan. Jokainen näyte sekvensoitiin kahteen 
suuntaan erillisissä putkissa forward ja reverse -alukkeiden kanssa. Sekvensoinnissa 
forward- ja reverse-alukkeina käytettiin samoja alukkeita, mitä oli aikaisemmin käytetty 
näytteiden monistamiseen PCR:ssa (taulukko 3). Näytteet, jotka eivät tuottaneet tulosta, 
sekvensoitiin uudestaan. 
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3.1.4 Sekvenssianalyysi 
 
Näytteiden sekvensoinnin jälkeen Eurofinsin lähettämistä elektroferogrammeista 
tulkittiin niiden tuottamat sekvenssit hyödyntäen MEGA6 -ohjelmistoa. Forward-
sekvenssistä ja käännetystä reverse-sekvensseistä luotiin linjattuja 
konsensussekvenssejä käyttämällä MEGA6:n sisäistä ClustalW-ohjelmaa. 
Konsensussekvenssistä poistettiin alku- ja loppupään kohina sekä korjattiin virheelliset, 
toisistaan poikkeavat nukleotidit sekvenssissä silmämääräisesti tutkimalla kahden 
elektroferogrammin (Forward ja Reverse) käyrien eroja virhealueella. Onnistuneen 
linjauksen sekvenssien korjaamisen jälkeen sekvensseistä luotiin FASTA-tiedostoja. 
 
Konsensussekvenssejä käytettiin kolmeen eri tarkoitukseen: 
1. Sekvenssien tietokantavertailu: 
Sekvenssejä vertailtiin nulkeotiditietokantoihin vastaavien sekvenssien selvittämiseksi. 
Hakuohjelmiksi valittiin NCBI:n BLAST-työkalu, joka kykenee löytämään 
vastaavuuksia NCBI:n tietokannoista sekä BOLD:n hakutyökalu, joka hakee 
vastaavuuksia iBOL (International Barcode of Life) -tietokannan kirjatuille 
sekvensseille. BOLD-tietokanta sisältää sekvensoiduista näytteistä vastaavuuksia 
ainoastaan matK-viivakoodille, joten haut suoritettiin ainoastaan näille sekvensseille. 
BLAST-hauissa käytettiin oletusparametrejä (Database: Nucleotide collection (nr/nt); 
Optimize for: highly similar sequences (megablast); Automatically adjust parameters 
for short input sequences; Expect threshold: 10, Word size: 28; Max matches in a query 
range: 0; Match/Mismatch Scores: 1,-2; Gap costs: Linear; Filter low complexity 
regions; Mask for lookup table only). Hakujen parhaat tulokset sekä mahdolliset muut 
lähes identtiset vastaavuudet kirjattiin ylös.  
2. Sekvenssien linjaus keskenään: 
Sekvenssit linjattiin yhteen aluekohtaisesti käyttämällä Clustal Omega -työkalua. 
Linjausta varten sekvenssit katkottiin kooltaan yhteneväisiksi niin, ettei Clustal Omega 
antaisi pitkille yhtenäisille sekvensseille pisteellistä etua. Clustal Omega pisteytti 
linjaustulokset näytekohtaisesti, jonka lisäksi sekvenssien linjauksella saatiin selville 
nukleotidivaihtelut sekvenssien välillä, konservoituneet ja korkean muuntelun alueet 
sekvensseissä sekä lajien sukulaisuussuhteet. Clustal Omega loi linjauksien pohjalta 
näytteille fylogeneettiset puut. Linjauksen visualisoimiseksi linjattu tiedosto muokattiin 
BoxShade-ohjelmistolla. 
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3. Alukkeiden ja koettimien suunnittelu sekvenssien pohjalta: 
Tärkeä syy sekvensoimiselle oli kartoittaa Vaccinium-suvun lajien kohdelokusten 
monimuotoisuutta ja selvittää korkean muuntelun alueita spesifistä menetelmää varten. 
Nulkeotiditietokannat sisälsivät suppeasti tietoa varsinkin Vaccinium-suvun 
harvineisemmista lajeista, joten sekvensoimisella saatiin selville potentiaalisia DNA-
jaksoja spesifisiä alukkeita ja koettimia varten. Konsensussekvenssejä voitiin käyttää 
hyödyksi spesifisen menetelmän luomisessa mustikalle (Vaccinium myrtillus). 
 
3.2 Vaccinium myrtillus-lajin spesifinen tunnistusmenetelmä 
 
Mustikan (Vaccinium myrtillus) spesifisen tunnistusmenetelmän luominen aloitettiin 
hyödyntämällä sekvenssikartoitusvaiheesta tulokseksi saatua sekvenssidataa. 
Tarkoituksena oli luoda menetelmä, jolla kyettäisiin tunnistamaan mustikka (Vaccinium 
myrtillus) sekä kvantitioimaan mustikan suhteellinen määrä elintarvikkeesta. Spesifinen 
menetelmä suunniteltiin qPCR-laitteistolle ja näytteiden havainnoimiseksi käytettiin 
sekä kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvaa SYBR® green -väriainetta että TaqMan® -
koettimia. 
 
3.2.1 Kohdesekvenssin valinta 
 
Mustikan tunnistamista varten spesifiseksi DNA-jaksoksi etsittiin suuren muuntelun 
aluetta. Monimuotoisuutta lajien sekvenssien välillä tarvittiin alukkeiden ja koettimien 
spesifisen sitoutumisen takia. Alueiden vaihtoehdot kokeiluissa olivat matK, ITS, 
rpoC1a, rpoC1b. Potentiaalisia alueita alukkeille ja koettimille etsittiin myös NCBI:n 
tietokannasta. 
 
Näytteiden tunnistamiseksi kohdejaksojen tuli täyttää seuraavat kriteerit: 
1. DNA-Jaksolla tuli olla tarpeeksi laaja, jotta sille oli mahdollista lisätä alukkeet, 
joiden PCR-tuotteen koko oli noin 100 bp. Reaktioalueen 100 bp:n pituus on 
olennaista qPCR-menetelmän toiminnan kannalta. 
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2. 100 bp:n reaktioalueen tuli sisältää muuntelua lajien välillä. Muuntelun tuli 
tapahtua spesifisten alukkeiden ja koettimien alueella. Vaaditun muuntelun 
määrä spesifistä tunnistamista varten oli joissakin tapauksissa epäselvä 
puutteellisten sekvenssitietojen takia. 
3. Reaktioalueelle sijoitettavien alukkeiden tuli olla jaksoille spesifisiä, eivätkä ne 
saaneet sitoutua muille alueille mustikan perimässä. 
4. Alukkeiden sitoutumislämpötila (annealing temperature) ei saanut vaihdella 
liikaa. 
5. Alukkeiden sisältämien nukleotidien tuli vaihdella tarpeeksi eivätkä alukkeet 
saaneet sitoutua toisiinsa. Alukkeiden sitoutuminen toisiinsa aiheuttaa SYBR® 
green -väriaineen sitoutumisen ja väärän positiivisen signaalin qPCR:n 
tulkinnassa sekä heikentyneen PCR-reaktion. 
 
Spesifinen menetelmä mustikan tunnistamiseksi koitettiin luoda käyttämällä ITS-aluetta. 
ITS:n sekvenssit sisälsivät huomattavasti enemmän nukleotiditason monimuotoisuutta 
(Kuva 12) verrattuna muihin sekvensoituihin DNA-jaksoihin (rpoC1a, rpoC1b, matK), 
mikä teki sen käytöstä kannattavampaa menetelmän kehittelylle. 
 
ITS:n lisäksi spesifisen menetelmän kehittämisessä käytettiin hyväksi artikkeleissa 
julkaistua sekvenssitietoa mustikan geeneistä (Jaakola ym. 2010). MADS-box 
(TDR4/Ful-like MADS-box protein) ja dfr (dihydroflavonol 4-reductase) olivat 
molemmat geenejä joista löytyi sekvenssitietoa mustikalle (Vaccinium myrtillus) 
(Taulukko 4) sekä muille Vaccinium-suvun lajille. Sekvenssitietoa löytyi ainoastaan 
neljälle eri lajille Vaccinium-suvussa, mutta näiden sekvenssien erojen perusteella 
yritettiin silti luoda spesifiset alukkeet alueille, jossa nukleotiditason muuntelu oli 
suurinta. 
 
3.2.2 Alukkeiden ja koettimien sijoitus ja suunnittelu 
 
Alukkeiden ja koettimien sijoittamisessa hyödynnettiin Primer-BLAST -työkalua. 
Primer-BLAST:in oletusparametreistä muokattiin PCR-tuotteen pituus oikean 
mittaiseksi. Alukkeiden spesifisyyden tarkastus suoritettiin putkilokasvien 
36 
 
(Tracheobionta) alakunnan lajeille NCBI:n tietokannassa. Lisäksi Primer-BLAST:ille 
annettiin toinen alukkeista valmiina ja toisen työkalu sai luoda parametreille 
soveltuvaksi. Templaattina haulle käytettiin mustikan (Vaccinium myrtillus) sekvenssejä 
aluekohtaisesti (Taulukko 4). Primer-BLAST antoi tuloksiksi 1-10 alukeparia ja 
koetinsekvenssiä, joista valittiin kaksi parasta korkeimman lajien välisen muuntelun 
perusteella. 
 
Taulukko 4: Spesifisen menetelmän kehittämisessä käytetyt sekvenssit. 
Lokus Lähde 
ITS Tämä tutkielma 
MADS-box FJ418852.1 (Jaakola ym. 2010) 
dfr AY123767.1 (Jaakola ym. 2010) 
 
 
3.2.3 qPCR ja spesifisen menetelmän toteaminen SYBR® 
green -värillä 
 
Ensimmäisissä kokeiluissa spesifisen menetelmän tarkkuus todettiin käyttämällä 
pelkästään alukkeita, SYBR® Green -tekniikan avulla. Kokeilut suoritettiin ilman 
koettimia, jotta alukkeiden onnistunut sitoutuminen voitiin todeta. Lisäksi SYBR® 
Green -värin halvempi hinta ja saatavuus tekivät sen käytöstä kannattavaa ennen 
koettimien hankkimista. Alukkeiden spesifisyys testattiin ensin SYBR® Green -
kokeilulla neljälle näytteelle (Taulukko 5). Alukkeina käytettiin kuutta eri alukeparia 
(Taulukko 6).  
 
Speisfinen menetelmä todettiin reaaliaikaisella polymeraasiketjureaktiolla. PCR 
mastermixit tehtiin erillisessä puhdashuoneessa kontaminaatioiden välttämiseksi. 
Mastermixissä käytettiin reaktiokohtaisesti 10,5 μl Bio-Rad iQ™ SYBR® Green 
Supermix -valmistetta; 7,77 μl nukleotidivapaata vettä ja 0,63 μl 10 μM alukepariseosta. 
Näyte-DNA:ta lisättiin 2 μl DNA:n lisäyshuoneessa. Jokaisesta reaktiosta tehtiin kaksi 
toistoa ja reaktioiden ainesosat siirrettiin 96:n kaivon Bio-Rad Hard-Shell® qPCR-
levylle. 
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Taulukko 5: qPCR:lla SYBR® green-kokeissa sekä ensimmäisessä TaqMan®-
kokeessa käytetyt neljä eri näytettä. 
# Kasvin tieteellinen nimi Näytteen nimi Näytteen suhde lajiin V. 
myrtillus 
1 Vaccinium myrtillus 
 
Mustikka - 
2 Vaccinium corymbosum 
 
Pensasmustikka Samaa sukua 
3 Empetrum nigrum 
 
Variksenmarja Samaa lahkoa 
4 Hordeum vulgare, Triticum 
aestivum, Zea mays, Medicago 
sativa, Daucus carota, Linum 
usitatissimum, Glycine max  
 
Rehusekoitus Ei sukulainen 
 
 
Taulukko 6: Alukkeet qPCR-ajoissa. F = Forward, R = Reverse. 
# Nimi Sekvenssi 5’-3’ -suunnassa 
1 Vmy_ITS1F 
 
CGGGGAACGATGCGGG 
2 Vmy_ITS1R 
 
GAACACGTTGCCCGAAGG 
3 Vmy_ITS2F 
 
CTCTCGGGGAACGATGCG 
4 Vmy_ITS2R 
 
AACACGTTGCCCGAAGGTT 
5 Vmy_dfr1F 
 
TGAAGTGATCAAGCCGACGA 
6 Vmy_dfr1R 
 
AACACCGGTTGTTGGTGTTC 
7 Vmy_dfr2F 
 
GTCTGCTGGAACCGTGAATG 
8 Vmy_dfr2R 
 
ATACATCCATCCGGTCATCTTTATC 
9 Vmy_MADS-box1F 
 
CTACCGTCTGGATGATGCCC 
10 Vmy_MADS-box1R 
 
TGTCCACAGAAACTGGGTGG 
11 Vmy_MADS-box2F 
 
ACTTCATTCCTCCTCCCATTTTAT 
12 Vmy_MADS-box2R 
 
TTTTCACAACACAAACCCTAGCTT 
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Taulukko 7: Koettimet qPCR-ajoissa. Koettimissa käytettiin sammuttajana Black Hole 
Quencher I:ä. 
 Nimi Sekvenssi 5’-3’ -suunnassa Leima 
1 Vmy_dfr2_p1 AACACCAACAACCGGTGTTCGA 
 
FAM 
2 Vmy_MADS-box2_p2 ACACTACTGCTACTTTTCTGCTGGTGT 
 
HEX 
 
qPCR-ajo suoritettiin CFX96 Real-Time PCR Detection System -laitteella seuraavalla 
ohjelmalla: 1. alkudenaturaatio 95 °C:ssa 3 minuuttia, 2. denaturaatio 95 °C:ssa 15 
sekuntia, 3. alukkeiden liittyminen 60 °C:ssa 60 sekuntia, 4. SYBR® green 
aktiivisuuden mittaaminen kaivoista. Vaiheet 2. - 4. toistettiin 45 syklin verran, jota 
seurasi sulamiskäyrän tulkinta. Sulamiskäyrän tulkinta suoritettiin 65 °C:sta 95 °C:n 
kuvaten 0,5 °C:n välein. 
 
qPCR-ajo analysoitiin Bio-Rad CFX manager™ -ohjelmistolla. Kvantifiointidataa ja 
sulamiskäyriä tulkitsemalla saatiin selville polymeraasiketjureaktion tehokkuus ja 
juosteiden irtoamislämpötilat, joista voitiin päätellä olivatko alukkeet tuottaneet PCR-
tuotteen oikealta alueelta. 
 
3.2.4 qPCR ja spesifisen menetelmän toteaminen ja 
hienosäätö TaqMan®-koettimilla 
 
Menetelmän spesifisyyttä pyrittiin nostamaan lisäämällä qPCR-ajon reaktioon 
alukkeiden lisäksi TaqMan®-koettimia. Koettimien käyttäminen mahdollistaa myös 
monen eri DNA-jakson toteamisen samasta näytteestä samanaikaisesti. Vertailukyvyn 
säilyttämiseksi ensimmäinen koetinkokeilu suoritettiin samoille näytteille, kuin 
aikaisemmassa kokeilussa, joka suoritettiin ilman koettimia. Sekvenssille spesifiset 
koettimet luotiin alueille MADS-box2 ja dfr2 (Taulukko 7), koska nämä alueet sisälsivät 
saatavilla olevien lajien sekvenssien välillä eniten muuntelua. Näytekohtaisesti 
reaktioissa käytettiin seuraavia ainesosia: 10,5 μl IQ supermix; 0,63 μl 10 μM 
alukeseosta; 0,42 μl 10 μM koettimia ja 7,35 μl nukleotidivapaata vettä. Jokaisesta 
näytteestä tehtiin kaksi toistoa spesifisyyden varmistamiseksi. 
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PCR-ajo suoritettiin seuraavalla ohjelmalla: 1. alkudenaturaatio 95 °C:ssa 3 minuuttia, 
2. denaturaatio 95 °C:ssa 15 sekuntia, 3. alukkeiden ja koettimien kiinnittyminen 60 
°C:ssa 1 minuutti, 4. koettimien ekspression mittaaminen näytteistä. Vaiheet 2. - 4. 
toistettiin 45 syklin verran. 
 
Ensimmäisen koetinkokeen jälkeen menetelmän spesifisyys todettiin käyttämällä 
samoja alukkeita ja koettimia, samoja näytekohtaisia reagensseja ja samaa PCR-
ohjelmaa, kuin aikaisemmassa kokeessa, mutta näytteiden määrä lisättiin kahteentoista 
Vaccinium-suvun näytteeseen, kolmeen muuhun marjanäytteeseen sekä viiteen rehu- ja 
viljanäytteeseen. Tällä pyrittiin selvittämään alukkeiden ja koettimien lajikohtainen 
sitoutuminen. Suuren lajikokeen näytteet olivat #: 1, 3, 6–10, 12, 14, 15, 16, 19–27  
(Taulukot 1 ja 2). 
 
3.2.5 TaqMan® lämpögradientti 
 
PCR-ajon ohjelmassa sitoutumislämpötilaa (annealing temperature) nostamalla voidaan 
estää alukkeiden ja koettimien epäspesifinen sitoutuminen vieraaseen templaatti-
DNA:han ja näin estää muiden Vaccinium-suvun mustikan lähisukulaisten virheellinen 
positiivinen ekspressio. Sitoutumislämpötiloja tutkimalla voidaan optimoida reaktion 
tehokkuus lajille, joka pyritään havaitsemaan. TaqMan®-koettimien sekä alukeparien 
kannalta korkein mahdollinen spesifinen sitoutumis- ja reaktiolämpötila selvitettiin 
käyttämällä qPCR lämpögradienttiajoa. Reaktiot suoritettiin alukkeiden ja koettimien 
kanssa alueelle Vmy_dfr2_p2 ja templaatti-DNA:na käytettiin lajia Vaccinium 
myrtillus. Reaktion ainesosia käytettiin näytekohtaisesti saman verran, kuin 
aikaisemmassa kokeessa. PCR-ajo suoritettiin seuraavalla ohjelmalla: 1. 
alkudenaturaatio 95 °C:ssa 1 minuutti, 2. denaturaatio 95 °C:ssa 30 sekuntia, 3. 
kahdeksanportainen lämpögradientti (alukkeiden ja koettimien sitoutuminen) 58 °C-
asteesta 68 °C-asteeseen 1 minuutti, 4. koettimien ekspression mittaaminen näytteistä. 
Vaiheet 2. - 4. toistettiin 50 syklin verran. Gradientin lämpötilat olivat: A: 68 °C; B: 
67,5 °C; C: 66,4 °C; D: 64,4 °C; E: 62 °C; F: 60 °C; G: 58,7 °C; H: 58 °C. Kaikille 
lämpötiloille tehtiin kaksi toistoa.  
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4 TULOKSET 
 
4.1 Vaccinium-suvun DNA-viivakoodikartoitus 
 
4.1.1 DNA-eristys ja PCR:n onnistuminen 
 
DNA:n eristäminen kasvinäytteistä onnistui hyvin Macherey-Nagel NucleoSpin® Plant 
II -eristyskitin ohjeita noudattaen. DNA:n määrä vaihteli hieman riippuen kasvinosasta 
ja materian tuoreudesta. Näytteiden jauhamisessa käytetty nestetyppi vaikutti 
positiivisesti DNA-saantoon eristysvaiheessa. Nestetypen avulla hienonnetut näytteet 
tuottivat suuremman määrän lukukelpoisempaa DNA:ta verrattuna aikaisemmin 
eristettyihin testinäytteisiin, jotka hienonnettiin jäähdyttämättä. 
 
DNA:n monistaminen PCR:lla onnistui vaihtelevalla tehokkuudella. 
Kloroplastigenomiset alueet matK, rpoC1a ja rpoC1b onnistuivat lähes jokaisen 
näytteen kohdalla. Geeliajoissa voitiin huomata, että tuotteen määrä vaihteli hieman eri 
näytteiden välillä, mutta myöhemmin sekvensoinnin onnistuminen osoitti PCR-reaktion 
onnistumisen. PCR:ssa ycf1-alukkeet eivät mustikalla kyenneet luomaan minkäänlaista 
tuotetta. Alukkeiden toiminta todettiin positiivisilla kontrollinäytteillä (Fragaria vesca 
ja Rubus idaeus). Mustikan lisäksi ycf1 monistuminen epäonnistui toisella 
testinäytteellä, karviaisella (Ribes uva-crispa). Ycf1:n epäonnistuneen monistumisen 
jälkeen sen käytöstä päätettiin luopua.  
 
PCR:ssa ITS-viivakoodin monistus tuotti vaihtelevia tuloksia. Verrattuna 
kloroplastigenomin alueisiin ITS:n monistuminen oli huomattavasti heikompaa 
näytteillä, joissa oli vähän DNA:ta. Tämä ilmeni himmeinä juovina 
geelielektroforeesiajossa sekä myöhemmin sekvensoinnin tuloksena saatujen 
elektroferogrammikäyrien matalina käyrinä ja epäselvyyksinä (Kuva 8).  
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Kuva 4. PCR-reaktion onnistuminen todettiin geeliajolla. Kuvassa onnistuneita 
Vaccinium-suvun näytteitä monistetulla ITS-viivakoodilla. Negatiivinen kontrolli oli 
geelin toisella rivillä. 
 
 
Kuva 5. ycf1:n PCR epäonnistui Vaccinium-suvulla. Standardijuosteiden välissä ovat 
näytteet: Glycine max, Vaccinium myrtillus, Ribes uva-crispa Rubus idaeus, Fragaria 
vesca, NTC (vesi). ycf1 reaktiotuote on kooltaan noin 1 kb. 
 
4.1.2 Sekvensointi ja sekvenssianalyysi 
 
Sekvensointi tuotti pääosin onnistuneita tuloksia. Kloroplastiviivakoodien sekvensointi 
tuotti molempiin suuntiin selkeitä elektroferogrammeja, joista kyettiin luomaan vaivatta 
konsensussekvenssejä (Kuva 6). Sekvensoinnissa ITS-alueella ilmeni ongelmia. 
PCR:ssa heikosti monistuneiden näytteiden (Vähän DNA:ta) sekvensointi tuotti osittain 
epäselvää kohinaa elektroferogrammikäyrissä (Kuva 8), jonka lisäksi lähes jokainen 
ITS-alueen Forward-sekvenssin elektroferogrammikäyrä oli lukukelvoton päällekkäisten 
käyrien takia (Kuva 7). Forward-sekvenssien epäonnistuminen saattoi johtua Forward 
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alukkeen heikosta kiinnittymisestä templaatti-DNA:han tai epäspesifisestä Forward-
alukkeesta, joka sitoutui usealle eri alueelle templaatti-DNA:ssa. DNA:n eristyksessä ei 
epäilty tapahtuneen kontaminaatoita, sillä epäonnistuneet sekvenssit olivat pääosin ITS-
alueiden Forward-sekvenssejä. ITS-näytteistä kyettiin kuitenkin luomaan FASTA-
tiedostoja käyttämällä pelkkää käännettyä Reverse-sekvenssiä. Ongelmaksi yhdestä 
juosteesta luoduilla sekvensseillä osoittautuivat elektroferogrammissa juosteiden päiden 
kohina, joita jouduttiin poistamaan pidemmältä matkalta epävarmuuden vuoksi. Lisäksi 
yhdestä juosteesta luodut sekvenssit saattoivat sisältää nukleotidien tulkintavirheitä 
keskellä sekvenssiä, jotka muuten olisivat tulleet esille kahden sekvenssin vertailussa. 
 
 
Kuva 6. Onnistunut elektroferogrammi puolukan (Vaccinium vitis-idaea) matK-forward 
-sekvenssistä. Harmaa alue kuvaa sekvenssin alkupään epäselvää kohinaa. 
 
 
Kuva 7. Epäonnistunut elektroferogrammi näytteen Vaccinium angustifolium forward-
ITS-sekvenssistä. Päällekkäiset käyrät viittaavat useaan eri tuotteeseen, joita 
sekvenaattori tulkitsee. 
 
 
Kuva 8. Epäonnistunut ITS-alueen elektroferogrammikäyrä pienen DNA-saannon 
näytteestä. Pienen DNA-määrän seurauksena taustakohinan merkitys käyrässä kasvaa ja 
käyrästä tulee epäselvä. 
 
FASTA-tiedostojen sekvenssilinjauksissa matK- ja rpoC1a-alueiden huomattiin 
sisältävän hyvin vähän lajien välisiä eroja (Kuvat 9 ja 10). Myöskään intronialue 
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rpoC1b ei sisältänyt suurta nukleotidikohtaista vaihtelua sekvenssien välillä (Kuva 11) 
vertailtaessa sitä rpoC1a-linjaukseen tai muiden kloroplastialueiden 
sekvenssilinjauksiin. Kloroplastialuieiden sekvenssien yhtenäisyys teki niistä 
käyttökelvottomia spesifisen menetelmän luomiselle, sillä näille alueille luodut alukkeet 
ja koettimet olisivat sitoutuneet jokaisen Vaccinium-suvun lajin perimään, ja näin 
tuottaneet positiivisia signaaleja jokaisen lajin kohdalla. 
 
 
Kuva 9. Sekvenssilinjauksessa nukleotiditason suurimman monimuotoisuuden alue 
matK-viivakoodissa.  
 
 
Kuva 10. Sekvenssilinjauksessa nukleotiditason suurimman monimuotoisuuden alue 
rpoC1a- viivakoodissa.  
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Kuva 11. Sekvenssilinjauksessa nukleotiditason suurimman monimuotoisuuden alue 
rpoC1b-viivakoodissa 
 
ITS-alue ilmensi kloroplastialueisiin verrattuna huomattavasti korkeampaa lajien välistä 
muuntelua näytteiden sekvenssilinjauksessa (Kuva 12). ITS-alueiden linjaus ositti 
alueella korkean muuntelun alueiden lisäksi myös konservoituneita alueita, joissa 
nukleotidivaihtelua tapahtui vähemmän. Sekvenssin koordinaateilla 39–170 esiintyi 
lajien välillä 6 bp:n verran poikkeamia. Suuret nukleotidikohtaiset erot ITS-sekvenssien 
välillä saattoivat osittain johtua elektroferogrammien tulkintavirheistä, sillä 
konsensussekvenssit luotiin käyttämällä vain yhtä sekvenssiä. ITS:n 
monimuotoisuudesta johtuen, sitä käytettiin myöhemmin mustikan (Vaccinium 
myrtillus) spesifisen menetelmän kehittelyssä. 
 
 
Kuva 12. Sekvenssilinjauksessa nukleotiditason suurimman monimuotoisuuden alue 
ITS-viivakoodissa. 
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4.1.3 Tietokantavertailu 
 
Tietokantavertailu suoritettiin ITS- ja matK-sekvensseille BLAST-hakutyökalulla. 
Tietokantavertailusta jätettiin pois rpoC1, sillä geenille ei löytynyt tietokannoista 
vastaavuuksia Vaccinium-suvulle. Ainoa vastaavuus sekvenssielle löytyi BLAST-
haulla, jossa jokaista sekvenssiä vastasi tietokannassa parhaiten amerikankarpalon 
(Vaccinium macrocarpon) kloroplastin täydellinen sekvenssi (NCBI ID: JQ248601). 
Alueiden rpoC1a ja rpoC1b todettiin myös sisältävän hyvin heikosti vaihtelua 
Vaccinium-suvun eri lajien sekvenssien välillä. BOLD-hakutyökalua käytettäessä ITS-
sekvenssien vähäisyys tietokannassa haittasi sekvenssien tunnistusta. Tietokanta sisälsi 
ainoastaan viisi ITS-sekvenssiä Vaccinium-suvulle, joten alue päätettiin sulkea pois 
BOLD-vertailusta. Vertailu suoritettiin BLAST-hakutyökalulla viivakoodeille matK ja 
ITS ja BOLD-hakutyökalulla viivakoodille matK. 
  
  
 
Taulukko 8. Taulukko esittelee tietokantahakujen kolme ensimmäistä tulosta, niiden nukleotidikohtaiset 
yhtäläisyydet sekä 100 % ja >99 % vastaavuuksien määrät hauille. *V. membranaceum ei tuottanut 
sekvensoinnissa lukukelpoisia tuloksia. 
 
Näyte 
BLAST: matK 
1. tulos 2. tulos 3. tulos 100% >99% 
V. myrtillus V. scoparium 789/789 V. myrtillus  789/789 V. reticulate. 788/789 2 >20 
V. angustifolium V. oldhamii  791/792 V. oldhamii  791/792 V. scoparium 791/792 0 >20 
V. corymbosum V. oldhamii  789/791 V. oldhamii  789/791 V. scoparium 789/791 0 >20 
V. uliginosum V. uliginosum  792/792 V. oldhamii  787/792 V. oldhamii  787/792 1 >20 
V. praestans V. praestans  770/772 V. smallii  765/772 V. hirtum  765/772 0 >20 
V. vitis-idaea V. vitis-idaea  784/784 V. macrocar. 783/784 V. vitis-idea. 771/771 2 >20 
V. smallii V. smallii  781/782 V. hirtum  781/782 V. hirtum  780/782 0 >20 
V. hirtum V. smallii  578/578 V. hirtum  578/578 V. yakushi.  578/578 4 >20 
V. myrtilloides V. oldhamii  787/789 V. oldhamii  787/789 V. scopari.  787/789 0 >20 
V. membranace. -* -* -* - - 
V. ovalifolium V. myrtillus  782/782 V. scoparium 782/782 V. myrtillus  782/782 3 >20 
V. macrocarpon V. macrocarp. 792/792 V. macrocar.  792/792 V. oxycoccos  790/792 2 >20 
V. myrtillus  V. scoparium  789/789 V. myrtillus  789/789 V. reticulat. 788/789 2 >20 
V. uliginosum V. uliginosum  784/788 V. oldhamii  783/788 V. oldhamii  783/788 0 >20 
E. nigrum E. nigrum  782/782 E. nigrum  782/782 E. nigrum  782/782 4 >20 
 
Näyte 
BLAST: ITS 
1. tulos 2. tulos 3. tulos 100% >99% 
V. myrtillus V. myrtillus  484/484 V. myrtillus  484/484 V. yatabei  483/484 2 >20 
V. angustifolium V. hirsutum  358/358 V. angustifo. 357/358 V. altomont. 357/358 1 4 
V. corymbosum V. altomonta.  391/391 V. hirsutum  388/391 V. corymbo. 387/391 1 4 
V. uliginosum V. uliginosum  473/473 V. uliginosu. 472/473 V. uliginosu. 472/473 1 19 
V. praestans V. praestans  483/483 V. yakushim.  478/483 V. erythroca. 477/483 1 11 
V. vitis-idaea V. vitis-idaea  453/455 V. macrocar. 453/455 V. uliginosu. 448/455 0 2 
V. smallii V. yakushime. 475/477 V. ovalifoliu. 475/477 V. smallii  474/477 0 >20 
V. hirtum V. hirtum  484/484 V. hirtum  481/484 V. yakushim. 481/484 1 >20 
V. myrtilloides V. tenellum  489/495 V. tenellum  489/495 V. corymbos. 488/495 0 >20 
V. membranace. -* -* -* - - 
V. ovalifolium V. yatabei  482/483 V. parvifoliu. 482/483 V. yakushim. 481/483 0 >20 
V. macrocarpon V. smallii  469/489 V. yakushim. 469/489 V. erythroca. 469/489 0 0 
V. myrtillus V. myrtillus  486/486 V. myrtillus  486/486 V. yatabei  485/486 2 >20 
V. uliginosum V. uliginosum  440/440 V. uliginosu. 440/440 V. uliginosu. 440/440 6 >20 
E. nigrum E. nigrum  479/479 E. eamesii  479/479 E rubrum  478/479 2 8 
 
Näyte 
BOLD: matK 
1. tulos 2. tulos 3. tulos 100% >99% 
V. myrtillus V. myrtillus  788/788 V. myrtillus  788/788 V. scoparium  787/787 4 >20 
V. angustifolium V. oldhamii  791/792 V. oldhamii  791/792 V. oldhamii  791/792 0 >20 
V. corymbosum V. oldhamii  789/791 V. oldhamii  789/791 V. oldhamii  789/791 0 >20 
V. uliginosum V. uliginosum  788/792 V. uliginosu.  784/784 V. oldhamii  787/792 1 14 
V. praestans V. praestans  770/772 V. hirtum  765/772 V. smallii  765/772 0 5 
V. vitis-idaea V. vitis-idaea  784/784 V. vitis-idae. 784/784 V. vitis-idea. 783/784 2 >20 
V. smallii V. hirtum  781/782 V. smallii  781/782 V. hirtum  780/782 0 >20 
V. hirtum V. hirtum  578/578 V. hirtum  578/578 V. smallii  578/578 4 >20 
V. myrtilloides V. oldhamii  787/789 V. oldhamii  787/789 V. oldhamii  787/789 0 >20 
V. membranace. -* -* -* - - 
V. ovalifolium V. myrtillus  782/782 V. myrtillus  782/782 V. scoparium  782/782 4 >20 
V. macrocarpon V. macrocarp.  792/792 V. oxycoccos 790/792 V. oxycoccos  790/792 3 12 
V. myrtillus V. myrtillus  789/789 V. parvifoliu. 788/789 V. oldhamii  787/789 5 >20 
V. uliginosum V. uliginosum  788/788 V. oldhamii  783/788 V. oldhamii  783/788 1 13 
E. nigrum E. nigrum  782/782 E. nigrum  782/782 E. nigrum  782/782 19 >20 
  
 
4.2 Vaccinium myrtillus-lajin spesifinen tunnistusmenetelmä 
 
4.2.1 Menetelmän spesifisyys SYBR® Green -värillä 
 
Spesifinen menetelmän tarkkuus lajille Vaccinium myrtillus testattiin qPCR-laitteistolla. 
Näytteistä tutkittiin valitun alueen ekspressiota SYBR®-green -värillä sekä 
sulamiskäyrää eli lämpötilan vaihteluväliä, jossa juosteet irtoavat toisistaan lämpötilan 
noustessa. Alukeparit oli suunniteltu ITS-, MADS-box- ja dfr-alueille ja jokaiselle 
alueelle oli suunniteltu kaksi alukeparia. Ensimmäiset kokeet suoritettiin neljälle 
näytteelle. 
 
 
Kuva 13. Vmy_ITS1 ja Vmy_ITS2 SYBR® green ekspressiot. Ekspression kaava oli 
samankaltainen kummallakin alukeparilla. Näytteet: Punainen: Vaccinium myrtillus, 
Sininen: V. corymbosum, Vihreä: Empetrum nigrum, Oranssi: Rehusekoitus. 
 
ITS-alueelle sijoitetuista alukepareista kumpikaan ei kyennyt spesifisesti tunnistamaan 
metsämustikkaa (Kuva 13, taulukko 9). Epäspesifisyys voitiin huomata alukeparien 
Vmy_ITS1 ja Vmy_ITS2 sitoutumisella jokaisen näytteen DNA:han. Ekspressio alkoi 
näytteillä järjestyksessä V. myrtillus, V. corymbosum, E. nigrum, rehusekoitus, mikä 
viittaa siihen, että ITS-alukeparit sitoutuivat sopivimmin metsämustikalle niitä 
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vastaavan sekvenssin ansiosta tai, että mustikkanäyte sisälsi näytteistä eniten DNA:ta. 
Mustikan ekspressio alkoi reaktiossa hyvin aikaisessa vaiheessa (Cq: 11.5, Taulukko 9). 
Aikainen ekspressio kertoo DNA:n suuresta määrästä ja ITS-geenin suuresta 
solukohtaisesta kopioluvusta. Toivottua spesifisyyttä ei kyetty saavuttamaan ITS-
alukkeilla. 
 
Taulukko 9: SYBR Green -testien tulokset lajikohtaisesti eri alukepareilla. Cq kuvaa 
PCR-syklien määrä, jossa tuotteen ekspressio ylittää kynnysarvon. TM on lämpökäyrän 
huipun lämpötila. Viivalla merkityt tulokset eivät tuottaneet ekspressiota tai ylittäneet 
asetettua kynnysarvoa. 
Kasvilaji 
 
Vmy_ITS1 Vmy_ITS2 Vmy_MADS-box1 
Cq TM Cq TM Cq TM 
Vaccinium myrtillus 11.5 84 11.5 84 19.5 78.5 
V. corymbos. 20.1 84 20.6 84 21.3 78.5 
Eempetrum nigrum 27.2 81.5 30.2 83 30.5 67.5 
Rehusekoitus 27.6 84.5 29.6 78 35.6 82; 80 
Kasvilaji 
 
Vmy_MADS-box2 Vmy_dfr1 Vmy_dfr2 
Cq TM Cq TM Cq TM 
Vaccinium myrtillus 18.6 74.5 26 81.5 27.1 79.5 
V. corymbos. 21.3 75 30 81 - - 
Empetrum nigrum - - 34 - - - 
Rehusekoitus - - 30 84.5 39.5 78; 80.5 
 
 
MADS-box alueelle sijoitetuista alukepareista Vmy_mads-box1 ei kyennyt tunnistamaan 
mustikkaa spesifisesti, vaan alukkeet sitoutuivat ITS-alukkeiden tapaan jokaisen 
näytteen DNA:han (Taulukko 9). Sen sijaan Vmy_mads-box2 kykeni tunnistamaan 
näytteitä sukutasolla. Alukkeilla suoritetussa ajossa ekspressoituivat ainoastaan 
Vaccinium myrtillus ja V. corymbosum (Taulukko 9). Sulamiskäyriä tutkimalla 
havaittiin V. myrtilluksen korkeampi ekspressio. V. corymbosumin juosteiden 
liittyminen tapahtui kuitenkin samassa lämpötilassa, joka viittaa siihen, että alukkeet 
kiinnittyivät spesifisesti MADS-box:n sekvenssiin myös V. corymbosumin perimässä. 
 
Vmy_mads-box1 alukeparin vesikontrollinäytteet tuottivat positiivisen tuloksen, joka 
viittaa todennäköisesti hybridisoituneisiin alukkeisiin (primer dimer). 
Hybridisoituneisiin alukkeisiin viittaavat myös näytteiden sulamiskäyrät, joista ilmeni 
vesikontrollinäytteiden heikko ekspressio matalassa lämpötilassa. 
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Dfr-geenille sijoitettu ensimmäinen alukepari Vmy_dfr1 ei kyennyt tunnistamaan 
mustikkaa laji- tai sukutasolla (Taulukko 9). Alukkeilla suoritetussa qPCR-ajossa 
ekspressoituivat kaikkien näytteiden lisäksi myös negatiiviset vesikontrollinäytteet. 
Sulamiskäyrien perusteella alukkeiden sitoutuminen V. myrtilluksella ja V. 
corymbosumilla oli spesifistä Vmy_mads-box2:n tapaan. Sen sijaan E. nigrum ja 
rehusekoitus tuottivat sulamiskäyrässä monta erillistä huippua, mikä viittaa usean 
alueen ekspressioon samalla näytteellä. Negatiivisissa vesikontrollinäytteissä ilmeni 
jälleen ekspressiota hybridisoituneiden alukkeiden takia. 
 
 
 
Kuva 14. Vmy_dfr2 sulamiskäyrä. Näytteet: Punainen: Vaccinium myrtillus, Sininen: 
V. corymbosum, Vihreä: Empetrum nigrum, Oranssi: rehusekoitus, Musta: NTC (vesi). 
 
Viimeinen alukepari Vmy_dfr2, oli alukepareista tarkin sillä se kykeni ilmentämään V. 
myrtillus -näytettä lähes spesifisesti (Taulukko 9). V. myrtillus -näytteen molemmilla 
toistoilla PCR:ssa alkoi eksponentiaalisen kasvun vaihe noin 25 sykin jälkeen (Cq 27.1). 
Muista näytteistä V. corymbosum, E. nigrum ja negatiivinen vesikontrolli eivät 
ekspressoituneet lainkaan koko PCR:n aikana. Rehusekoitusnäytteessä ilmeni 
ekspressiota 35 syklin jälkeen ja näytteen eksponentiaalinen kasvu näytti 
kvantifiontidatassa tasaiselta. Näytteen toistojen väliset erot tulivat kuitenkin esille 
sulamiskäyräanalyysissa (Kuva 14), jossa eri toistoissa juosteet irtosivat toisistaan eri 
lämpötiloissa (TM: toisto 1: 78 C, toisto 2: 80,5 C). Tämä viittasi alukkeiden 
epäspesifiseen kiinnittymiseen kahdella eri alueella näyte-DNA:ssa tai PCR-tuotteen 
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pituuden tai nukleotidikoostumuksen eroihin. Vertailtaessa rehusekoitusnäytteen 
toistojen eroja V. myrtilluksen sulamiskäyrään, voitiin rehusekoitusnäytteellä päätellä 
toistojen eronneen sekvenssiltään ja alukkeiden sitoutuneen muualle kuin dfr-
sekvenssille tai usean eri kasvin DNA:han. V. myrtillus -näytteen kaksi eri toistoa 
ekspressoituivat kvantifiointidatassa lähes samalla tehokkuudella ja niiden 
sulamislämpötila oli täsmälleen sama. 
 
4.2.2 Menetelmän spesifisyys TaqMan®-koettimilla 
 
SYBR® green -alukekokeilun jälkeen Vmy_mads-box2 ja Vmy-dfr2 -lokusten 
ekspression spesifisyyttä kokeiltiin lisätä TaqMan®-koettimien kanssa. Ensimmäisessä 
kokeessa tutkittiin dfr2 ja MADS-box2 -jaksojen ekspressiota näytteillä Vaccinium 
myrtillus, Vaccinium corymbosum, Empetrum nigurm, rehusekoitus ja negatiivinen 
vesikontrolli. 
 
Vmy_mads-box2:lle suunnitellussa kokeessa havaittiin, ettei koettimella pystytty 
lisäämään ekspression spesifisyyttä. Neljästä näytteestä ekspressoituivat Vaccinium 
myrtillus ja Vaccinium corymbosum. Koettimien kanssa alueella dfr2 neljästä lajista 
ekspressio tapahtui ainoastaan lajilla Vaccinium myrtillus. Muut näytteistä eivät 
aiheuttaneet käyrissä toimivaksi reaktioksi luokiteltavaa ekspressiota. 
 
Ensimmäisen koetinkokeen jälkeen muiden Vaccinium-näytteiden sekä marja- ja 
viljanäytteiden ekspressio analysoitiin erillisellä koetinkokeella. Kokeessa tutkittiin dfr2 
ja MADS-box2 alueiden ekspressiota Vaccinium-suvun näytteillä: V. myrtillus, V. 
angustifolium, V. uliginosum, V. praestans, V. vitis-idaea, V. smallii, V. hirtum, V. 
myrtilloides, V. membranacaeum, V. ovalifolium, V. macrocarpon ja negatiivinen 
vesikontrollinäyte. Vaccinium-suvun näytteiden lisäksi tutkittiin neljää marjanäytettä ja 
viittä rehu- ja viljanäytettä.  
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Taulukko 10: TaqMan-aluketestien tulokset lajikohtaisesti eri alukepareilla ja 
koettimilla. Cq kuvaa PCR-syklien määrää, jossa tuotteen ekspressio ylittää 
kynnysarvon. Viivalla merkityt tulokset eivät tuottaneet ekspressiota tai ylittäneet 
asetettua kynnysarvoa. 
Kasvilaji Cq: Vmy_MADS-box2_p2 Cq: Vmy_dfr2_p1 
Vaccinium myrtillus 19.8 29.6 
V. corymbosum 22.7 - 
E. nigrum - - 
Rehusekoitus - - 
V. angustifolium - - 
V. uliginosum 22.4 - 
V. praestans 21.6 32.4 
V. vitis-idaea 21.9 - 
V. smallii 20 30.2 
V. hirtum - - 
V. myrtilloides 21.1 - 
V. membranaceum - - 
V. ovalifolium 19.4 28.5 
V. macrocarpon 19.5 - 
Zea mays - - 
Glycine max - - 
Oryza sativa - - 
Brassica napus - - 
Linum usitatissimum - - 
Ribes rubrum - - 
Vaccinium oxycoccos - - 
Rubus idaeus 25.4 - 
Fragaria vesca - - 
 
 
MADS-box2:lle sijoitetulla koettimella ekspressiota oli havaittavissa seuraavilla 
näytteillä Vaccinium myrtillus, V. corymbosum V. uliginosum, V. praestans, V. vitis-
idaea, V. smallii, V. myrtilloides, V. ovalifolium ja V. macrocarpon sekä Rubus idaeus 
(Taulukko 10). Alueella dfr2 selkeää ekspressiota tapahtui seuraavilla näytteillä: 
Vaccinium myrtillus, V. praestans, V. smallii ja V. ovalifolium (Taulukko 10, Kuva 15). 
Ekspressoituneista näytteistä Vaccinium myrtillus tuotti selkeästi korkeimmat RFU-
arvot (suuri arvo saattoi johtua alukkeiden ja koettimen paremmasta kiinnittymisestä 
DNA:han tai DNA:n määrästä). 
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Kuva 15. Vmy_dfr2_p2 TaqMan®-ekspressio. 23:sta koettimella analysoidusta 
näytteestä ekspressoitui kolme Vaccinium-suvun näytettä. Näytteet: Punainen: 
Vaccinium myrtillus, Vihreä: V. ovalifolium, Lila: V. smallii, Oranssi: V. praestans 
(Loput 17:sta näytteestä eivät tuottaneet ekspressiota). 
 
 
4.2.3 TaqMan® lämpögradientti 
 
Lajikohtaisten TaqMan®-kokeilujen jälkeen qPCR-lämpögradienttitestillä selvitettiin 
optimaalinen sitoutumislämpötila dfr2:n ja MADS-box2:n koettimille ja alukkeille. 
Alukkeiden ja koettimien sitoutumislämpötilat vaihtelivat kahdeksanportaisesti 
seuraavalla tavalla: A: 68 °C; B: 67,5 °C; C: 66,4 °C; D: 64,4 °C; E: 62 °C; F: 60 °C; G: 
58,7 °C; H: 58 °C. 
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Kuva 16. TaqMan®-lämpögradienttiajolla analysoitiin mustikan (Vaccinium myrtillus) 
ekspressiota Vmy_dfr2_p2 koettimella eri sitoutumislämpötiloissa (annealing 
temperature). Lämpötilat vaihtelivat 58 °C (tummansininen) ja 68 °C (punainen) välillä. 
Ensimmäinen romahdus ekspressiossa tapahtui 60 °C:n ja 62 °C:n välillä. 
 
Korkeimmilla lämpötiloilla reaktio oli epätäydellistä (Kuva 16), eikä selkeää 
ekspressiota tapahtunut kummallakaan alueella 68 °C:n (A) ja (B) lämpötiloissa. 
Selkeää ekspressiosta saatiin molemmilla alueilla ensimmäistä kertaa 66,4 °C:n (C) 
kiinnittymislämpötilassa. Reaktio oli kuitenkin tässä lämpötilassa edelleen heikkoa ja 
eksponentiaalisen kasvun vaihe saavutettiin matalia lämpötiloja myöhemmin. 
Lämpötiloissa D-F (60–66 °C), eksponentiaalisen kasvun vaihe saavutettiin 
aikaisemmin lämpötilan laskiessa. Reaktio tapahtui suurin piirtein samalla 
tehokkuudella lämpötiloissa F, G ja H (60 °C, 58,7 °C, 58 °C). 
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5 TULOSTEN TARKASTELU 
 
5.1 Sekvenssianalyysi ja DNA-viivakoodaus 
 
5.1.1 DNA-eristys ja DNA-viivakoodien monistuminen 
PCR:ssa 
 
DNA:n eristäminen onnistui suurimmasta osasta näytteistä ja DNA-saannot vaihtelivat 
noin 5-30 ng/µl välillä. DNA-eristys tai PCR lajilta Vaccinium membranaceum 
epäonnistui tuntemattomasta syystä. Nano-drop antoi tulokseksi DNA-eristykselle 26,9 
ng/µl, joka on yli keskiarvon vertailtaessa kaikkia näytteitä. DNA-eristyksen jälkeen 
PCR:ssa ilmeni kuitenkin ongelmia. Lajin Vaccinium membranaceum tuotteet eivät 
monistuneet yhdelläkään alukeparilla. Esimerkiksi kloroplastiset alueet matK ja rpoC1, 
jotka monistuivat pääosin onnistuneesti näytteillä, eivät tuottaneet geelielektroforeesissa 
lainkaan juovia. On mahdollista, että kuivuneet lehdet ja oksat, joita käytettiin 
lähdemateriaalina, luovuttivat heikkolaatuista DNA:ta. Korkea mittaustulos nano-
dropilla ei kerro koko totuutta, vaan antaa ainoastaan spektriarvion nukleotidien 
määrästä näytteessä. Näyte-DNA on voinut olla epäpuhdasta tai pilkkoutunutta. 
 
Vertailtaessa alueiden monistumisen tehokkuutta PCR:ssa, kloroplastigenomiset alueet 
matK ja rpoC1 onnistuivat parhaiten. Kloroplastien suuri solukohtainen määrä 
mahdollistaa onnistuneen PCR-reaktion ja monistumisen pienestäkin määrästä DNA:ta. 
Näytteet, jotka tuottivat ongelmia ITS alukkeilla, tuottivat pääosin kirkkaita juovia ja 
selkeitä elektroferogrammikäyriä kloroplastigenomisilla (matK ja rpoC1) alueilla. 
 
Kloroplastigenomisten alueiden vahvuudet tunnistuksessa tulevat esille pitkälle 
prosessoiduissa, vanhoissa tai pienen määrän DNA:ta sisältävissä näytteissä. 
Elintarvikkeiden prosessointivaiheessa DNA:n eheys saattaa kärsiä ja DNA:n 
sekvensoinnista voi tulla vaikeaa tai mahdotonta. Geenin suuri kopioluku tai 
moninkertainen solukohtainen genomi (kuten kloroplasteilla) helpottaa kohteen luentaa 
tällaisissa tapauksissa. 
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PCR:ssa ycf1-alukkeet eivät tuottaneet mustikalla minkäänlaista tuotetta. Monistumisen 
epäonnistuminen PCR:ssa johtui geenin puuttumisesta Vaccinium-suvulta. Fajardo ym. 
julkaisivat 2012 kokonaisuudessaan amerikankarpalon (Vaccinium macrocarpon) 
kloroplastigenomin. Julkaisun geenikarttaa tutkimalla voidaan huomata ycf1 
puuttuminen tältä lajilta (Fajardo ym. 2013). Vastaavuutta geenille ei myöskään kyetty 
löytämään linjauksessa, jossa vertailtiin alppiruusun ycf1 geeniä (NCBI: JN867589.1) 
amerikankarpalon kloroplastigenomin koko sekvenssiin. Myös Yao ym. 2015 
julkaisussaan totesivat ycf1-geenin puuttumisen koko Vaccinium-suvulta (Yao ym. 
2015). 
 
DNA-Viivakoodauksen kannalta viivakoodin tulisi olla universaalisti saatavilla kaikilla 
kasvikunnan lajeilla. Dong ym. 2015 julkaisussaan totesivat ycf1:n kykenevän 
tunnistamaan lajeja paremmin kuin matK ja rbcL yhdessä. Lokuksen korkealla 
erottelukyvyllä ei kuitenkaan ole merkitystä ycf1-geenin puuttuessa osalta kasvikunnan 
lajeista. Viivakoodina ycf1 toimii sellaisessa tapauksessa, jossa tunnistettava laji 
tunnetaan jo valmiiksi sukutasolla ja sen tiedetään sisältävän ycf1-geeni. Sukutaso 
voidaan myös selvittää ensin toisella alueella (esimerkiksi rbcL tai matK) ennen 
lajitason selvitystä. Usean alueen käyttäminen yhdessä lisää kuitenkin DNA-
viivakoodausprosessin työmäärää ja kuluja. 
 
Geenipankkien vastaavuuksien vähäisyys ycf1-geenille vaikeuttaa alueen käyttöä DNA-
viivakoodauksessa. Ilman lajikohtaisia sekvenssejä hakutyökalut voivat löytää 
vastaavuuksia väärille lajeille, joka nostaa virheellisen tunnistamisen todennäköisyyttä. 
DNA-viivakoodaukseen suunniteltu tietokantapalvelu BOLD sisälsi 10.2.2016 
ainoastaan 192 ycf1-geeniin liittyvää sekvenssijulkaisua. 
 
ITS-alueen monistuminen PCR:ssa onnistui vaihtelevalla tehokkuudella riippuen 
DNA:n määrästä analysoidussa näytteessä. ITS on genomisen DNA:n geeni ja sillä on 
korkea kopioluku, joka tekee alueesta hyvin soveltuvan viivakoodin. Se ei PCR:ssa 
kuitenkaan kyennyt yhtä tehokkaaseen monistumiseen kloroplastialueiden kanssa. 
Näytteet, joista saatiin pieni määrä DNA:ta, monistuivat huonosti, jonka lisäksi 
sekvensoinnissa ITS:n Forward-sekvenssit tuottivat lukukelvottomia 
elektroferogrammikäyriä. Heikommasta monistumisesta huolimatta ITS:n 
käytännöllisyys osoittautui myöhemmin sekvenssien linjauksessa.  
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5.1.2 Sekvenssilinjaukset 
 
Sekvenssilinjaukset Clustal Omegalla herättivät epäilyksiä matK- ja rpoC1-
viivakoodien lajitason toiminnasta. Silmämääräisesti katseltuna matK, rpoC1a ja 
rpoC1b sisälsivät vähän geneettistä monimuotoisuutta. Tämän takia nämä lokukset 
suljettiin suoraan pois spesifisen tunnistusmenetelmän kehittelystä. Alukkeet näillä 
lokuksilla olisivat sitoutuneet jokaisen lajin perimään. ITS sisälsi silmämääräisesti 
tutkittuna suurempia eroja. Myöhemmin huomattiin, ettei myöskään ITS:n 
monimuotoisuus riittänyt vaadittuun spesifisyyteen. Osa ITS:n eroista saattoi johtua 
osittain epäonnistuneesta sekvensoinnista. Lajien sisällä lajikkeiden välillä ei ollut 
havaittavia nukleotidikohtaisia eroja. Eroja ei ollut kloroplastisten tai genomisten 
viivakoodien välillä.  
 
5.1.3 Tietokantavertailu 
 
Tietokantavertailu ei tuottanut viivakoodeille tai tietokannoille yhtä selkeää voittajaa. 
ycf1 epäonnistuminen sekä ITS- ja rpoC1-sekvenssien puuttuminen tietokannoista 
vaikeuttivat viivakoodien ja tietokantojen vertailua. Viivakoodeista vertailtiin 
ainoastaan matK BLAST- ja BOLD-tietokannoista sekä ITS BLAST-tietokannasta. 
 
Taulukko 11. Oikeiden tunnistusten määrä eri viivakoodeilla ja tietokannoilla. 
Viivakoodi ja tietokanta Oikeiden tunnistusten määrä 
matK BLAST 7/14 
ITS BLAST 8/14 
matK BOLD 9/14 
 
 
Kaikilla viivakoodeilla kyettiin tunnistamaan kasvit sukutasolla. Lajitasolla oikeiden 
tunnistusten määrässä voitti matK-viivakoodi BOLD-tietokantahaussa yhdeksällä 
tunnistuksella 14:sta näytteestä. ITS- ja matK-viivakoodit BLAST-haussa tuottivat 
molemmat 8/14 onnistunutta tunnistusta. Oikeiden tunnistusten määrä ei kuitenkaan 
kerro koko totuutta viivakoodin hyödyllisyydestä tunnistamisessa. Vaikka 
tunnistaminen onnistui suurimmassa osassa näytteitä, samankaltaisten tulosten määrä 
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hauissa oli yllättävän suuri. Yli 99 % yhtäläisyyksiä oli matK-viivakoodilla molemmilla 
tietokannoilla useimpien näytteiden kohdalla yli 20. Myös 100 % vastaavuuksia ilmeni 
hauissa eri lajeille. Tämä herättää kysymyksen: Kuinka suuri todennäköisyys tai 
nukleotidien määrällinen samankaltaisuus vaaditaan onnistuneeseen tunnistukseen? 
 
DNA-viivakoodauksen eri vaiheissa voi tapahtua häiriöitä, jotka vaikuttavat lopulliseen 
sekvenssiin. Häiriöt esimerkiksi DNA:n eristämisessä, PCR:ssa tai itse sekvensoinnissa 
voivat johtaa pieniin muutoksiin sekvenssissä. Nämä pienet erot voivat kuitenkin johtaa 
viivakoodauksen lopullisessa tuloksessa suuriin eroihin. Tarkasteltaessa 
tietokantavertailun tuloksia matK-viivakoodilla BOLD-haussa, voidaan huomata että 
lähes jokaisen onnistuneen tunnistuksen tapauksessa seuraavalla sijalla ollut laji on 
sisältänyt hyvin vähän nukleotidikohtaisia (usein vain muutaman nukleotidin) 
muutoksia haetun lajin sekvenssiin nähden. Esimerkiksi Vaccinium macrocarpon 
tunnistettiin onnistuneesti, mutta seuraavalla sijalla ollut V. oxycoccos sisälsi 
nukleotidikohtaisia yhtäläisyyksiä 790/792 nukleotidin verran, eli sekvenssit ovat hyvin 
yhtäläiset. Pienet erot sekvenssissä lisäävät mahdollisuutta siitä, että viivakoodauksen 
eri vaiheissa tehdyt virheet voivat johtaa kasvilajin väärään tunnistamiseen. 
Sekvensseissä saattaa olla myös pieniä virheitä NCBI:n ja BOLD:n tietokannoissa, joka 
johtaa edelleen suurempaan tunnistamisen epävarmuuteen. Myös lajien sisällä eri 
kannoissa on eroja, jotka ovat tapahtuneet luonnollisten mutaatioiden seurauksena. 
 
Tutkituista lajeista Vaccinium myrtillus ja V. scoparium sekä V. smallii ja V. hirtum 
tuottivat täsmälleen samankaltaiset matK-sekvenssit. Tämä tarkoittaa sitä, ettei näitä 
lajeja kyetä tunnistamaan kyseisellä lokuksella. Samankaltaisia yhtäläisyyksiä ilmeni 
myös Empetrum-suvulla ITS-viivakoodissa. 
 
Tietokannoissa ilmeni puutteita useiden lajien sekvenssien suhteen. Vaccinium 
angustifolium, V. corymbosum, V. myrtilloides tai V. ovalifolium eivät tuottaneet 
onnistuneista sekvensseistä huolimatta onnistuneita tuloksia yhdelläkään hakukerralla. 
Nämä kasvilajit sisältävät heikosti tietoa BLAST- ja BOLD-tietokannoissa. 
 
Tietokantavertailussa yksikään vertailluista viivakoodeista ei ollut tarpeeksi luotettava 
toimiakseen yksin. Viivakoodialueiden samankaltaisuus lajien kesken sekä sekvenssien 
puutteellisuus tietokannoissa johtivat suureen määrään vääriä tunnistuksia ja lähes 
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samankaltaisia tunnistuksia (99 % samankaltaisuuksia). Tällä hetkellä kasvien DNA-
viivakoodauksessa parhaan tarkkuuden ja varmimpien tuloksien saavuttamiseksi on 
edelleen suositeltavaa käyttää useaa viivakoodia analysoitaessa näytteitä. 
 
5.1.4 Viivakoodauksen lisätutkimus 
 
ITS ja matK -viivakoodien toiminnasta ei voi vetää kokonaisvaltaisia johtopäätöksiä 
Vaccinium-suvun kartoituksen perusteella. Tuloksia saatiin vähän ja suurin osa 
tuloksista käsitteli Vaccinium-suvun lajeja. ITS:n linjauksia analysoimalla voitiin 
huomata suurempaa vaihtelua lajien välillä. Tämä ei välttämättä päde kaikkien 
kasvisukujen lajien välillä. Kasvien DNA-viivakoodauksessa matK ja rbcL ovat 
pysyneet suosittuina. Yksi ITS:n heikkouksista on geenin yleisyys kasvikunnan 
ulkopuolella. Sitä käytetään yleisimpänä sienien viivakoodina (Schoch ym. 2012). 
Vaarana ITS:n käytölle kasveilla onkin kontaminaatioiden, kuten homeiden aiheuttamat 
haitat viivakoodauksessa. Lisäksi ITS:n pituusvaihtelut voivat aiheuttaa vaikeuksia 
viivakoodin käytössä. 
 
DNA-viivakoodaus kasveilla tulee kehittymään tietokantojen kehittyessä. Sekvenssien 
määrän kasvaminen tulee paikkaamaan puutteellisuudet tietokannoissa sekä 
varmentamaan epäselviä tuloksia. Uusien viivakoodien sekvenssit eri suvuille 
mahdollistaisivat tarkemman tunnistuksen, jos matK ja rbcL eivät saavuta vaadittua 
tarkkuutta. 
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5.2 Vaccinium myrtillus-lajin spesifinen tunnistusmenetelmä 
 
5.2.1 Spesifisen menetelmän toiminta 
 
Spesifinen menetelmä yritettiin kehittää käyttämällä alueita ITS, MADS-box ja dfr. 
Sekvensoiduista DNA-jaksoista matK jätettiin pois, koska sen oli todettu 
epäonnistuneen aikaisemmissa tutkimuksissa. Herbst ym.:n (2014) mukaan matK:n 
alueelle sijoitetut alukkeet kykenivät spesifisesti tunnistamaan Vaccinium-suvun 
näytteitä, mutta epäonnistuivat tarkemmassa, suvun sisäisessä tunnistamisessa (Herbst 
ym. 2014). Myös sekvenssilinjauksessa matK vaikutti hyvin yhteneväiseltä 
sekvensoitujen lajien välillä (Kuva 9). Myös rpoC1 jätettiin pois spesifisen menetelmän 
kehittelystä. Sekvenssivertailuissa rpoC1a ja rpoC1b vaikuttivat hyvin yhteneväisiltä 
(Kuva 10, Kuva 11). Erot olivat vertailtavissa matK-geenin näytteiden välisiin eroihin, 
joten oletettavasti näille alueille suunnitellut alukkeet olisivat tuottaneet samankaltaisia 
tuloksia spesifisyydestä kuin matK:lle sijoitetut alukkeet. rpoC1a ja rpoC1b. 
 
ITS sisälsi huomattavasti enemmän nukleotiditason monimuotoisuutta verrattuna muihin 
sekvensoituihin DNA-jaksoihin, mikä teki sen käytöstä kannattavampaa menetelmän 
kehittelylle. Tutkimuksessa kuitenkin huomattiin, etteivät ITS-lokukselle luodut 
alukkeet kyenneet tunnistamaan mustikkaa toivotulla spesifisyydellä (Kuva 13). ITS:n 
epäonnistuneiden kokeilujen jälkeen potentiaalisia DNA-jaksoja spesifisen menetelmän 
luomista varten haettiin NCBI:n GenBankista julkaistujen mustikan geenisekvenssien 
perusteella (Jaakola ym. 2010). DNA-jaksoiksi spesifistä menetelmää varten valittiin dfr 
(dihydroflavonol 4-reductase) ja MADS-box -geenit. Nämä geenit vaikuttivat lupaavilta 
sekvenssilinjausten perusteella. Vaccinium-suvulta löytyi kumpaakin geeniä kohden 
neljä rekisteröityä sekvenssiä. Muilla alueilla sekvenssidata Vaccinium-suvulta oli 
vähäistä, eikä kattavia vertailuja pystytty tekemään. Geeneistä dfr sisälsi dataa eri 
Vaccinium-suvun lajeista ja näiden lajien sekvenssien erot olivat tarpeeksi suuria niin, 
että alukkeiden suunnittelu oli mahdollista. Dfr-geenin tehtävän uskottiin vaikuttavan 
myös sekvenssin monimuotoisuuteen lajien välillä. Myös MADS-box -geenin todettiin 
vaihtelevan suuresti eri kasvilajien välillä, joten alukkeiden sijoitusta kokeiltiin tälle 
DNA-jaksolle. 
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Vmy_ITS1 ja Vmy_ITS2 alukeparit tuottivat positiivisen signaalin jokaisella 
testinäytteellä. Menetelmän tarkkuuta olisi voitu lisätä TaqMan®-koettimilla, mutta 
sekvenssilinjauksissa ilmeni alukkeiden sisältämän monistuneen DNA-jakson olevan 
liian samankaltainen lajien välillä. Koettimen lisääminen olisi voinut lisätä spesifisyyttä 
mustikan ja pensasmustikan erottamiseksi toisistaan, mutta muut mustikan 
lähisukulaiset olisivat kuitenkin tuottaneet positiivisen signaalin reaktiossa. Lisäksi 
TaqMan®-koettimien hinta on moninkertainen verrattuna alukkeisiin, eikä tästä syystä 
kokeilua päätetty suorittaa kummallekaan ITS-alueen alukepareista. 
 
MADS_box2-alukkeet tuottivat ilman koetinta positiivisia tuloksia neljän lajin (SYBR® 
green) kokeilussa lajeille Vaccinium myrtillus ja Vaccinium corymbosum. Koettimen 
MADS_box_p2 lisäys ei tuonut alueelle toivottua spesifisyyttä, vaan 11:sta Vaccinium-
suvun näytteestä ekspressoitui yhdeksän (taulukko 12). Menetelmää ei myöskään voitu 
käyttää Vaccinium-suvun sukukohtaiseen tunnistamiseen, sillä kaikki Vaccinium-suvun 
lajit eivät ekspressoituneet koettimien kanssa qPCR-kokeilussa ja suvun ulkopuolinen 
näyte (Rubus idaeus) aiheutti testeissä positiivisen ekspression. 
 
Alukekokeiluista Vmy_dfr2 toimi parhaiten. Ilman TaqMan®-koetinta, ekspressiota 
ilmeni suppeassa (SYBR® green) qPCR-kokeilussa mustikan lisäksi 
rehusekoitusnäytteessä (Taulukko 9).  Alueelle sijoitettu koetin Vmy_dfr_p2 lisäsi 
spesifisyyttä ja poisti rehunäytteen ekspression. Laajemmassa Vaccinium-suvun 
kokeilussa kävi ilmi, että myös lajit V. praestans, V. smallii ja V. ovalifolium 
ekspressoituivat dfr-alukkeilla ja -koettimella (Taulukko 12). 
 
Taulukko 12. Lajit, jotka tuottivat positiivisen ekspression alukkeilla ja koettimilla 
Vmy_mads-box_p1 ja Vmy_dfr_p2. 
 Vmy_mads-box_p1 Vmy_dfr_p2 
1 Vaccinium myrtillus Vaccinium myrtillus 
2 V. praestans V. praestans 
3 V. smallii V. smallii 
4 V. ovalifolium V. ovalifolium 
5 V. uliginosum 
6 V. vitis-idaea 
7 V. myrtilloides 
8 V. macrocarpon 
9 V. corymbosum 
10 Rubus idaeus 
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Alukepari Vmy_dfr2 ja sille sijoitettu koetin eivät kykene spesifisesti tunnistamaan 
mustikkaa (Vaccinium myrtillus). Menetelmä on kuitenkin tarpeeksi spesifinen 
erottelemaan mustikan yleisimmin viljeltävistä pensasmustikkalajikkeista sekä 
suurimmasta osasta Vaccinium-suvun lajeista. Laajassa kokeilussa yleisesti viljeltävät 
lajit V. corymbosum ja V. angustifolium eivät tuottaneet lainkaan ekspressiota. Nämä 
kaksi lajia ovat suurisatoisia ja näiden kasvien marjoja viljellään kasvihuoneilla ja 
puutarhoissa suuressa mittakaavassa. Markkinoilla suuri osuus myytävistä 
mustikkavalmisteista sisältää Vaccinium-suvun suurisatoisia lajeja. Suurisatoiset lajit 
sisältävät kuitenkin vähemmän flavonoleja mustikkaan (V. myrtillus) verrattuna.  
 
Epäspesifisyydestä huolimatta Vmy_dfr_p2 alukkeita ja koetinta voidaan käyttää 
tunnistettaessa lajia Vaccinium myrtillus mustikkavalmisteista Suomessa. On 
epätodennäköistä, että lajeja Vaccinium praestans, V. smallii tai V. ovalifolium on 
päätynyt Suomessa myytäviin elintarvikkeisiin, tai hyödykkeisiin. Sen sijaan 
Vmy_mads-box_p1 alukkeita ja koetinta ei voida käyttää Vaccinium-suvun 
sukukohtaiseen tunnistamiseen, sillä lajikokeissa suvun ulkopuolinen laji (Rubus 
idaeus) aiheutti positiivisen signaalin. 
 
Wisconsinin yliopistossa yritettiin kehittää spesifisiä menetelmiä isokarpalolle ja 
pensasmustikalle (Vaccinium sp.). Menetelmät eivät kyenneet spesifisesti tunnistamaan 
näytteitä lajitasolla. MatK-geenille sijoitetut alukkeet kykenivät erottelemaan 
Vaccinium-näytteet muista sukuun kuulumattomista näytteistä kuten viinirypäleistä, 
omenasta ja päärynästä, mutta suvun sisäinen lajitason tunnistaminen epäonnistui 
(Herbst ym. 2014). Spesifinen menetelmä dfr-geenille sijoitetuilla alukkeilla ja 
koettimella kykenee huomattavasti tarkempaan tunnistukseen, vaikkei sillä saavutettu 
täydellistä spesifisyyttä. Spesifisen menetelmän tarkkuutta voidaan edelleen parantaa. 
 
5.2.3 Lisätutkimus ja spesifisen menetelmän parantelu 
 
Alukkeet ja koettimet, jotka sijoitettiin alueille ITS, dfr ja MADS-box eivät olleet 
riittävän spesifisiä tunnistamaan lajia Vaccinium myrtillus muiden Vaccinium-suvun 
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lajien joukosta. Väärät positiiviset tulokset johtuivat alukkeiden ja koettimien 
sitoutumisesta muiden lajien perimään. Näiden lajien PCR-reaktiossa monistuvat alueet 
vastasivat liian läheisesti kohdelajin alueita. MADS-box ja dfr ovat kasvikunnan 
edustajilla yleisesti esiintyviä geenejä ja ne ovat olennaisia kasvisolujen kehityksen ja 
metabolian kannalta. Aidosti spesifinen menetelmä voidaan saavuttaa, kun Vaccinium-
suvun lajien perimää kartoitetaan ja sekvenssidatan määrä sekvenssipankeissa kasvaa. 
MADS-box ja dfr-alueet olivat lupaavia, mutta niiden spesifisyyttä ei voitu ennustaa, 
sillä sukukohtaisesti alueet sisälsivät hyvin vähän sekvenssidataa: GenBankin 
tietokannassa kummaltakin alueelta löytyy ainoastaan neljä julkaistua sekvenssiä. 
 
Tarkin mustikalle suunniteltu alue, dfr2 tunnisti positiivisesti mustikan lisäksi kolme 
Vaccinium-suvun näytettä. Alukkeiden ja koettimien sitoutuminen muiden 
evolutiivisesti läheisten lajien perimään jää epäselväksi, sillä alukkeiden ja koettimien 
spesifisyys todettiin vain 23:lla eri lajilla. Alukkeita ja koetinta siirtämällä sekä PCR-
ohjelman lämpötiloja muuntelemalla voidaan hienosäätää menetelmää niin, että muut 
lajit voidaan mahdollisesti karsia positiivisten lajien joukosta. Ylimääräisten 
virheellisten positiivisten tuloksien karsimiseksi tarvitaan kuitenkin sekvenssidataa, joka 
tulisi kartoittaa laaja-alaisesti dfr-geenistä mustikan läheisiltä sukulaisilta, sekä myös 
saman lahkon edustajilta. Ilman dfr-geenin sekvenssikartoitusta uusien alukkeiden 
suunnittelu, toiminta ja lopullinen spesifisyys ovat suurimmaksi osaksi kiinni tuurista. 
 
Mustikan tunnistamiseen elintarvikenäytteestä voidaan käyttää useaa eri lokusta 
samanaikaisesti. Multiplex-menetelmällä voidaan samanaikaisesti havaita useaa eri 
fluoroforia qPCR:ssä, joka mahdollistaa monen eri DNA-jakson monistumisreaktion 
samanaikaisen havaitsemisen yksittäisestä näytteestä. Alueella, joka olisi 
sukuspesifinen, voitaisiin tunnistaa näytteitä, jotka sisältävät yhteisesti kaikkia 
Vaccinium-suvun lajeja. Positiiviset Vaccinium-suvun lajitunnistukset voitaisiin tämän 
jälkeen tarkentaa lajitasolle Vmy_dfr_p2:lla tai muilla tarkemmilla alukkeilla ja 
koettimilla. Yhdistämällä suku- ja lajitason menetelmät, voitaisiin kvantitoida mustikan 
osuus näytteissä suhteessa kaikkiin Vaccinium-suvun lajeihin. Kvantitointi edellyttää, 
että menetelmä tunnistaa yhden kopion geenejä kasvin perimästä (kloplastigeenit eivät 
toimi kvantitoinnissa kloroplastien suuren solukohtaisen määrän takia). Multiplex-
tekniikassa voidaan käyttää samanaikaisesti jopa viittä eri fluoroforia (BIO-RAD, 2006) 
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ja ylimääräiset Vaccinium-suvulle suunnitellut koettimet lisäävät menetelmän 
herkkyyttä. 
 
MADS-box- tai dfr-alueille sijoitetut alukkeet ja koettimet eivät ole optimaalisia 
elintarvikkeiden sisällön spesifisen tunnistamisen kannalta. Yksi solukohtainen kopio 
geenistä vaikeuttaa alueen monistamista qPCR:ssa ja näin myös tunnistamista. 
Lisätutkimusta vaaditaan eristysprosessin tehokkuudesta erilaisille elintarvikkeille. 
Korkean sokeripitoisuuden ja muiden eristystä haittaavien aineiden sekä kuumennuksen 
ja muiden DNA:n laatua vioittavien tekijöiden vaikutus tulisi selvittää. Negatiivinen 
tulos qPCR-ajosta spesifisten alukkeiden ja koettimien kanssa ei siis välttämättä aina 
johdu etsittävän lajin puuttumisesta tuotteesta, vaan syynä voi olla esimerkiksi 
lähdematerian ominaisuuksista ja sisällöstä johtuva epäonnistunut DNA-eristys, DNA:n 
vähäinen määrä näytteessä tai DNA:n heikko eheys.  
 
Genomisen DNA:n tunnistamisella on eri menetelmien kannalta tapauskohtaisia etuja 
verrattuna kloroplasti-DNA:n tunnistamiseen. Geeneillä tai lokuksella, jota löytyy 
solukohtaisesti yksittäinen kopio, voidaan tunnistaa kohdelajin solujen määrä 
tutkittavasta näytteestä. Kun solujen määrä näytteessä tunnetaan, voidaan arvioida 
kasvimassan osuus näytteestä. Osuuden arviointi ei ole mahdollista 
kloroplastigenomisia geenejä tai lokuksia tutkittaessa, sillä kloroplastien määrä 
kasvisoluissa vaihtelee ja geenien määrä ei ole solukohtaisesti aina sama. Solujen 
määrän tunnistamisella voitaisiin esimerkiksi verrata kahden eri kasvilajin marjan 
suhteellista määrää hillossa tai muussa elintarvikkeessa. 
 
Jos dfr-geenille suunnitellut alukkeet ja koettimet eivät saavuta toivottua spesifisyyttä, 
tunnistamiseen voidaan valita toinen lokus. Tunnistusmenetelmän toiminnan kannalta 
tunnistettava sekvenssi olisi kannattavaa sijoittaa mustikan kloroplastin perimään. 
Suuren solukohtaisen kopiolukunsa ansiosta kloroplastigeenit ja muut lokukset 
kloroplastin perimässä soveltuvat erinomaisesti DNA-eristykseen, PCR:n ja 
lajimäärityksiin. Tällä hetkellä ainoa Vaccinium-suvun kokonainen sekvensoitu 
kloroplastigenomi löytyy lajilta Vaccinium macrocarpon (NCBI: JQ248601.1). Julkaisu 
on pituudeltaan vain 176,037 bp:ä ja sen sisältämät geenit tunnetaan hyvin (Fajardo ym. 
2013). Kloroplastidataa ei välttämättä tarvittaisi kaikista sukulaislajeista, vaan jo toinen 
sekvensoitu genomi auttaisi huomattavasti menetelmän kehittelyssä. Kloroplastidataa 
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vertailemalla voidaan saada selville konservoituneet ja suuren vaihtelun alueet sekä 
mahdollisesti lajille ainutlaatuiset alueet, ja näin kartoittaa spesifisen 
tunnistusmenetelmän kannalta potentiaalisia lokuksia. Geenit, intronit tai muut lokukset 
voitaisiin tämän jälkeen sekvensoida ja selvittää todellinen lajien välinen muuntelu 
alueiden välillä. 
 
Sekvenssidataa sisältävät tietokannat ovat painottuneet varsinkin tunnettuihin ja 
tärkeisiin geenisekvensseihin. Spesifisen menetelmän toiminnan kannalta alukkeita ja 
koettimia ei välttämättä ole kannattavaa sijoittaa tällaisille solun toiminnan kannalta 
tärkeille alueille, vaan ei-koodaavat alueet, jotka ovat pienemmän evolutiivisen 
valintapaineen alla, voisivat sisältää suuremman määrän lajien välistä muuntelua ja näin 
kyetä erottelemaan lajeja selkeämmin toisistaan. Ongelmaksi tällaisten alueiden 
löytämisessä, käyttämisessä sekä alukkeiden ja koettimien suunnittelussa, koituu 
lokusten sekvenssidatan pieni määrä, joka tekee alueiden käytännöllisyyden 
arvioimisesta mahdotonta tai hyvin vaikeaa. Ei-koodaavien alueiden sekvensoiminen 
sukutasolla ei ole houkuttelevaa ja tämän takia sekvenssidataa löytyy vähän. 
Kohdelajeille ainutlaatuisten alueiden selvittäminen helpottuu kuitenkin tulevaisuudessa 
sekvenssidatan kasvaessa, kun NGS-menetelmien hinnat laskevat ja menetelmän 
saatavuus paranee. 
 
Tutkimustietoa dfr-geenin toiminnasta spesifisen menetelmän kehittelyssä voidaan 
mahdollisesti hyödyntää muiden lajispesifisten menetelmien luomisessa. Geenin 
sekvenssi oli tiedossa ainoastaan neljältä Vaccinium-suvun lajilta (Kuva 17), mutta siitä 
huolimatta korkea spesifisyys kyettiin saavuttamaan.  
 
 
Kuva 17. Vmy_dfr2_p2 alukkeiden (keltainen) ja koettimen (vihreä) sitoutumiskohdat 
mustikan sekvenssissä. Linjauksen näytteet: Vaccinium myrtillus, V. macrocarpon, V. 
ashei, V. corymbosum.  
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Mustikan spesifisessä menetelmässä Vmy_dfr2 -alukkeet sijoittuivat niin, että forwad-
aluke sisälsi kahden ja reverse-aluke viiden nukleotidin verran eroja mustikan ja 
pensasmustikan välillä. Nämä erot riittivät tässä tapauksessa poistamaan 
pensasmustikan positiivisen ekspression. Lajeilla Vaccinium praestans, V. smallii ja V. 
ovalifolium dfr-geenin alukkeiden sitoutumisalueen sekvenssi on oletettavasti hyvin 
samankaltainen mustikan (V. myrtillus) kanssa. PCR:ssa sekvenssien lisäksi monet muut 
tekijät kuten alukesekvenssien pituudet ja ominaisuudet sekä reaktion muut reagenssit ja 
lämpötilat reaktion aikana vaikuttavat reaktion onnistumiseen. 
 
6 YHTEENVETO JA JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Puolukoiden suvun DNA-viivakoodauksessa ei löydetty viivakoodia, joka kykenisi 
tunnistamaan täydellisesti näytteitä lajitasolla. Viivakoodeista matK, ITS, ycf1 ja rpoC1 
kloroplastiset viivakoodit matK ja rpoC1 onnistuivat parhaiten PCR-reaktiossa, 
monistamisessa ja sekvensoinnissa. Genomisen viivakoodin, ITS:n monistamisessa 
ilmeni häiriötä näytteissä, joissa oli vähän DNA:ta. Lisäksi sekvensoinnissa ITS:n 
forward-sekvenssien elektroferogrammit olivat lukukelvottomia heikosti tai väärin 
sitoutuvien alukkeiden takia. Avoin lukukehys ycf1 puuttuu puolukoiden (Vaccinium) 
suvulta. 
 
DNA-viivakoodeista matK kykeni tunnistamaan BLAST-tietokantavertailussa 
seitsemän 14:sta näytteestä ja BOLD tietokantavertailussa 9 näytettä 14:sta näytteestä. 
ITS kykeni tunnistamaan BLAST-tietokantavertailussa kahdeksan näytettä 14:sta 
näytteestä. ITS:lle ei ollut riittävästi vastaavuuksia BOLD-tietokannassa ja rpoC1:lle ei 
kummassakaan tietokannassa. Sekvenssilinjauksessa matK oli lajien välillä hyvin 
samankaltainen. Tämä voitiin huomata myös suurena määränä >99 % tuloksia 
tietokantavertailuissa. ITS sisälsi enemmän muuntelua, mutta tietokannoista puuttui 
vastaavia sekvenssejä, mistä syystä positiivisia tunnistuksia saatiin heikosti. Lisäksi 
ITS-sekvenssien laatu oli mahdollisesti kärsinyt epäonnistuneiden forward-juosteiden 
sekvensoinnin seurauksena. ITS ja matK sisälsivät joidenkin sekvenssien kohdalla 
useamman 100 % vastaavuuden eri lajeilla. DNA-viivakoodauksessa kasveilla kahden 
viivakoodin käyttö on edelleen suositeltavaa lajitason tunnistuksen tarkentamiseksi.  
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Mustikan (Vaccinium myrtillus) spesifisen menetelmän kehittelyssä ei saavutettu 
täydellistä spesifisyyttä. Mustikan lisäksi myös lajit Vaccinium praestans, V. smallii ja 
V. ovalifolium tuottivat positiivisen signaalin mustikalle suunnitelluilla alukkeilla ja 
koettimella. Alukkeet ja koetin suunniteltiin geenille dfr (dihydroflavonol 4-reductase). 
Positiivista ekspressiota tuottaneet lajit sisälsivät oletettavasti samankaltaisen dfr-
geenin, jolle mustikalle spesifiset alukkeet ja koetin sitoutuivat. Spesifinen menetelmä 
kykeni kuitenkin sulkemaan pois muiden kasvisukujen näytteet sekä suurimman osan 
puolukoiden suvun näytteistä. Menetelmää voidaan hienosäätää kun dfr-geenin 
sekvenssi saadaan selville positiivisen signaalin antaneista lajeista tai kun muita 
suuremman muuntelun alueita paljastuu sekvensoinnin tuloksena.  
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